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_ ^ _ EPO-BERUN 

2 1 ^}7- 2004 BCS 04-5012 

Bayer CropScience GmbH 



Pflanzen mit erhdhter Aktivitat mehrerer Starke phosphoryiierender 
5 Enzyme 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betriffl Pflanzenzellen und Pflanzen, die genetisch 
modifiziert sind, wobei die genetische Modifikation zur ErhShung der Al<tlvitat eines 
Starke phospfiorylierenden OK1 Proteins und eines Starke phosphoryllerenden R1 

10 Proteins im Vergleich zu entsprechenden nicht genetisch modifizierten Wildtyp- 
Pflanzenzellen bzw, Wildtyp-Pflanzen fOhrt. Ferner betrifft die vorliegende Erfindung 
Mittel und Verfahren zur Herstellung solciier Pflanzenzellen und Pflanzen. Derartige 
Pflanzenzellen und Pflanzen synthetisieren eine modifizierte Starke. Die vorliegende 
Erfindung betrifft daher auch die von den erfindungsgemaUen Pflanzenzellen und 

15 Pflanzen synttietisierte Starke, Verfahren zur Herstellung dieser Starke, sowie die 
Herstellung von Starkederivaten dieser modifizierten Starke, als auch Mehle, 
enthaltend erfindungsgemafle Starken. 

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung, NucleinsauremolekQIe und Vektoren, 
enthaltend Sequenzen, die fur ein OKI Protein und ein R1 Protein codieren, sowie 
20 Wirtszeilen, die diese NucleinsauremolekQIe enthalten. 

Im HInblick auf die zunehmende Bedeutung, die pflanzlichen Inhaltsstoffen als 
erneuerbaren Rohstoffquellen zur Zeit beigemessen wird, ist es eine der Aufgaben 
der biotechnologischen Forschung, sich um eine Anpassung dieser pflanzlichen 
25 Rohstoffe an die Anforderungen der verarbeitenden Industrie zu bemOihen. Um eine 
Anwendung von nachwachsenden Rohstoffen in rnGglichst vielen Einsatzgebieten zu 
ermoglichen, ist es dariiber hinaus erforderlich, eine grolie Stoffvielfalt zu erreichen. 

Das Polysaccharid StSrke ist aus chemisch einheitlichen Grundbausteinen, den 
30 GlucosemolekOlen, aufgebaut, stellt jedoch ein komplexes Gemisch 
unterschiedlicher MolekOlformen dar, die Unterschiede hinsichtlich des 
Polymerisations- und des Verzweigungsgrades aufweisen und sich somit in ihren 
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physikalisch-chemischen Eigenschaften stark voneinander unterscheiden. Man 
differenziert zwischen Amylosestarke, einem im Wesentlichen unverzweigten 
Polymer aus alpha-1,4-glycosidisch verknupften Glucoseeinheiten, und der 
Amylopektinstarke, einem verzweigten Polymer, be! dem die Verzwelgungen durch 
5 das Auftreten zusatzlicher alpha-1 ,6-glycosidischer Verknupfungen zustande 
kommen. Ein weiterer wesentlicher Unterschled zwischen Amylose und Amylopektin 
liegt Im Molekulargewicht. Wahrend Amylose, je nach Herkunft der Starke, ein 
Molekulargewicht von 5x10^ - 10® Da besitzt, liegt das des Amylopektins zwischen 
10^ und 10^ Da. Die beiden Makromolekule kOnnen durch ihr Molekulargewicht und 
10 ihre unterschiedlichen physiko-chemlschen Eigenschaften differenziert werden, was 
am einfachsten durch ihre unterschiedlichen Jodbindungseigenschaflen sichtbar 
gemacht werden kann. 

Amylose wurde lange als lineares Polymer, bestehend aus alpha-1 ,4-glycosidisch 
verkntipften alpha-D-Glucose-Monomeren, angesehen. In neueren Studien wurde 
15 jedoch die Anwesenheit von alpha-1 ,6-glycosidischen Verzweigungspunkten (ca. 
0,1%) nachgewiesen (Hizuku i und Takagi, Carbohydr. Res. 134, (1984), 1-10; 
Takeda et a!., Carbohydr. Res. 132, (1984), 83-92). 

i 

Die funktionellen Eigenschaften, wie z.B. die Loslichkeit, das 
20 Retrogradationsverhalten, das Wasserbindevermogen, die 

Filmbildungseigenschaften, die Viskositat, die Verkleisterungseigenschaften, die 
Gefrier-Tau-Stabilitat, die Saurestabilitat, die Gelfestigkeit, die StarkekorngroRe von 
Starken werden u.a. durch das Amylose/Amylopektin-Verhaltnis, das 
Molekulargewicht, das Muster der Seitenkettenverteilung, den Gehalt an lonen, den 
25 Lipid- und Proteingehalt, die mittlere Starkekorngrofie die Starkekornmorphologie 
etc. beeinflusst Die funktionellen Eigenschaften von Starke werden auch vom 
Phosphatgehalt, einer nicht-Kohlenstoffkomponente von Starke, beeinflusst, Dabei 
ist zwischen Phosphat, welches in Form von Monoestern kovalent an die 
GlucosemolekQIe der Starke gebundenen ist (im Folgenden als Starkephosphat 
30 bezeichnet) und Phosphat in Form von mit der Starke assozlierten Phospholipiden zu 
unterscheiden. 
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Der Gehalt an Starkephosphat varifert je nach Pflanzensorte. So synthetisieren z B 
bestrmmte Malsmutanten eine Starke mit erhOhtem Gehalt an Starkephosphat (waxy- 
Mais 0.002% und Hoch-Amylose-Mais 0.01 30/0). wahrend herkommilche Mais Sorten 
nur Spuren von Starkephosphat aufweisen. Ebenfalls geringe Mengen an 
5 Starkephosphat findet man in Weizen (0.001%) wahrend in Hafer und Sorghum kein 
Starkephosphat nachgewiesen werden konnte. tn Reis-Mutanten wurde ebenfalls 
weniger Starkephosphat gefunden (waxy-Reis 0.003%). als in herkommlichen 
Reissorten (0.013%). Signifikante Mengen von Starkephosphat wurxJen in Knollen- 
oder Wurzelspeichestarke synthetisierenden Pflanzen wie z.B. Tapioca (0 008%) 
10 SQRkartoffel (0.011%). Pfeilwurz (0.021%) oder Kartoffel (0.089%) nachgewiesen.' 
Die im Vorangegangenen zitierten prozentualen Werte fiir den StSrkephosphatgehalt 
bezlehen sich jeweils auf das Trockengewlcht der Starke und sind von Jane et al 
(1 996, Cereal Foods World 41 (11 ), 827-832) ermittelt worden. 

1 5 Starkephosphat kann in Form von Monoestem an der C-2. C-3 oder C-6 Position der 
polymerisierlen Glucosemonomere vorliegen (Takeda und Hizukuri 1971 
Starch/Starke 23. 267-272). Die Phosphatverteilung des Phosphates in von Pflanzen 
synthetisierter Starke zelchnet sich im Allgemeinen dadurch aus, dass etwa 30% bis 
40% der Phosphatreste in C-3-Position und etwa 60% bis 70% der Phosphatreste in 
C-6-Position der GlucosemolekQIe kovaient gebunden sind (Blennow et al.. 2000. Int 
J. of Biological Macromolecules 27, 211-218). Blennow et al. (2000. Carbohydrate 
Polymers 41. 163-174) ermittelten einen Gehalt an Starkephosphat. der in C-6 
Position der GlukosemolekQIe gebunden ist. fQr verschledene Starken. wie zB 
Kartoffelstarke (zwischen 7.8 und 33.5 nMol pro mg Starke, je nach Sorte). Starke 
aus verschiedenen Curcuma Spezies (zwischen 1.8 und 63 nMol pro mg) 
Tapiocastarke (2.5 nMol pro mg Starke). Reisstarke (1.0 nMol pro mg Starke) 
Mungbohnenstarke (3.5 nMol pro mg Starke) und Sorghumstarke (0.9 nMol pro mg 
Starke). In Gerstenstarke und Starke aus verschiedenen waxy-Mutanten von Mais 
konnten diese Autoren kein an der C-6-Position gebundenes Starkephosphat 
30 nachweisen. Bisher konnte kein Zusammenhang zwischen dem Genotyp einer 
Pflanze und dem Gehalt von Starkephosphat hergestellt werden (Jane et al 1996 
Cereal Foods World 41 (1 1 ). 827-832). Daher ist es zurzeit nicht mSglich. den Gehali 
an Starkephosphat in Pflanzen durch ziichterische Malinahmen zu beeinflussen 
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Bisher ist nur ein Protein beschrieben. welches die Einfuhrung von kovaienten 
Bindungen von Phosphatresten an die GlucosemolekQIe der Starke vermittelt. Dieses 
Protein besitzt die enzymatische Aktivitat einer alpha-Glucan-Wasser-Dikinase 
5 (GWD. E.G.: 2.7.9.4) (Ritte et al.. 2002, PNAS 99. 7166-7171), wird in der 
wissenschaftlichen Literatur haufig als R1 bezeichnet und ist an die Starkekorner der 
Speicherstarke in Kartoffelknollen gebunden (Lorberth et al., 1998, Nature 
Biotechnology 16. 473-477). In der von R1 katalysierten Reaktion werden die Edukte 
alpha-1.4-Glucan (Starke). Adenosintriphosphat (ATP) und Wasser zu den 
10 Produkten Glucan-Phosphat (Starkephosphat). Monophosphat und 
Adenosinmonophosphat umgesetzt. Dabel wird der gamma-Phosphatrest des ATP 
auf Wasser und der beta-Phosphatrest des ATP auf das Glucan (Starke) Obertragen. 
R1 ubertragt in vitro den beta-Phosphatrest von ATP auf die C-6- und die C-3- 
Position der Glucosemolekiile von alpha-1 .4-Glucanen. Das Verhaitnis von C-6- 
15 Phosphat zu C-3 Phosphat. welches bei der in vitro Reaktion erhalten wird, 
entspricht dem Verhaitnis. welches in Starke, isoliert aus Pflanzen. vorliegt (Ritte et 
al., 2002, PNAS 99. 7166-7171). Da das Starkephosphat in Kartoffelstarke zu etwa 
70% in C-6-Position und zu etwa 30% in C-3-Position der Glucosemonomere der 
Starke gebunden vorliegt. bedeutet dies, dass R1 bevorzugt die G-6-Position der 
20 GlucosemolekQIe phosphoryliert. Weiterhin ist fur R1 u.a. durch Verwendung von 
Amylopektin aus Mais gezeigt worden. dass es alpha-1 ,4-Glucane phosphorylieren 
kann. welche noch kein kovalent gebundenes Phosphat enthalten (Ritte et al.. 2002, 
PNAS 99, 7166-7171). d.h. R1 Ist in der Lage. Phosphat de novo in alpha-1 .4- 
Glucane einfQhren. 



25 



Weizenpflanzen. welche durch Oberexpression eines R1 Gens aus Kartoffel eine 
erhohte Aktivitat eines R1 Proteins aufweisen, sind In WO 02 34923 beschrieben. 
Diese Pflanzen synthetisieren inn Vergleich zu entsprechenden Wildtyp-Pflanzen. in 
welchen kein Starkephosphat detektiert werden konnte. eine Starke mit signifikanten 
30 Mengen an Starkephosphat in der C-6-Positlon der GlucosemolekQIe. 

Weitere Proteine. die eine Reaktion katalysieren, welche kovalent gebundene 
Phosphatgruppen in die Starke einfQhren, sind bisher nicht beschrieben. Auch 
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Enzyme, die bevorzugt Phosphatgruppen in C-3-Position und/oder C-2-Position der 
GlucosemolekQIe von Starl^e einfiihren. sind niciit bekannt. Damit stelien abgeseiien 
von der Eriioliung des Gehaltes an Starl<ephospliat in Pflanzen auch l^eine 
iVlogiichkeiten zur Verfugung, die Phospliorylierung von Starke in Pflanzen gezielt zu 
5 beeinflussen, die Phosphatverteilung innerlialb der von Pflanzen synthetisierten 
Starke zu verandern und/oder den Gehalt an Starkephosphat weiter zu erhohen. 

Der vorliegenden Erflndung liegt somit die Aufgabe zu Grunde. modifizierte Starken 
mit erhohtem Phosphatgehalt und/oder veranderter Phosphatverteilung sowie 
10 Pflanzenzellen und/oder Pflanzen. die eine solche modifizierte Starke synthetisieren. 
als auch Verfahren und iVIittel zur Enzeugung besagter Pflanzen und/oder 
Pflanzenzellen zur VerfQgung zu stellen. 

Diese Aufgabe wird durch die in den Anspruchen bezeichneten AusfUhrungsfomien 
15 gelOst. 

Somit betrlfft die vorliegende Erflndung genetisch modifizierte Pflanzenzellen und 
Pflanzen. dadurch gekennzeichnet. dass sie eine erhohte Aktivitat mindestens eines 
OKI Proteins und mindestens eines R1 Proteins im Vergleich zu entsprechenden 
20 nicht genetisch modifizierten Wildtyp-Pflanzenzellen bzw. Wildtyp-Pflanzen 
aufweisen. 

Ein erster Aspekt der vorliegenden Erfindung betrlfft eine Pflanzenzelle oder eine 
Pflanze. die genetisch modifiziert ist. wobei die genetische Modlfikation zur Ertiohung 
25 der Aktivitat mindestens eines OKI Proteins und gleichzeitig mindestens eines R1 
Proteins fuhrt. im Vergleich zu entsprechenden nicht genetisch modifizierten Wildtyp- 
Pflanzenzellen bzw. Wildtyp-Pflanzen. 

Die genetische Modlfikation kann dabei jede genetische Modlfikation sein. die zu 
30 einer Erhohung der Aktivitat mindestens eines OK1 Proteins und (gleichzeitig) 
mindestens eines R1 Proteins in genetisch modifizierten Pflanzenzellen oder 
genetisch modifizierten Pflanzen fuhrt im Vergleich zu entsprechenden nicht 
genetisch modifizierten Wildtyp-Pflanzenzellen Oder Wildtyp-Pflanzen. 
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Der Begriff ..Wildtyp-Pflanzenzelle" bedeutet im Zusammenhang mit der vorliegenden 
Erfindung. dass es sich urn Pflanzenzellen handelt. die als Ausgangsmaterial fQr die 
Herstellung der erfindungsgemaUen Pflanzenzellen dienten, d.h. deren genetische 
5 Information, abgesehen von der eingefiihrten genetischen Modifikatlon. der einer 
erfindungsgemSften Pflanzenzelle entspricht. 

Der Begriff ..Wlldtyp-Pflanze" bedeutet im Zusammenhang mit der vorliegenden 
Erfindung. dass es sich um Pflanzen handelt. die als Ausgangsmaterial fur die 
10 Herstellung der erfindungsgemalien Pflanzen dienten. d.h. deren genetische 
Information, abgesehen von der eingefOhrten genetischen Modifikation. der einer 
erfindungsgemaBen Pflanze entspricht. 

Der Begriff ..entsprechend" bedeutet im Zusammenhang mit der vorliegenden 
15 Erfindung. dass beim Vergleich von mehreren Gegenstanden die betreffenden 
Gegenstande. die miteinander verglichen werden, unter gleichen Bedingungen 
gehalten wurden. Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung bedeutet der 
Begriff „entsprechend« im Zusammenhang mit Wildtyp-Pflanzenzelle oder Wildtyp- 
Pflanze. dass die Pflanzenzellen oder Pflanzen. die miteinander verglichen werden. 
20 unter gleichen Kulturbedingungen aufgezogen wurden und dass sie ein gleiches 
(Kultur-) Alter aufweisen. 

Der Begriff "erhohte Aktivltat mindestens eines OK1 Proteins" bedeutet dabei im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung eine Erhohung der Expression endogener 
25 Gene, die OKI Protelne codieren und/oder eine ErhOhung der Menge an OKI 
Protein in den Zellen und/oder eine Erhohung der enzymatischen Aktivitm von OKI 
Proteinen in den Zellen. 

Der Begriff "erhOhte AktlvitSt mindestens eines R1 Proteins" bedeutet dabei im 
30 Rahmen der vorliegenden Erfindung eine Erhohung der Expression endogener 
Gene, die R1 Protelne codieren und/oder eine Erhohung der Menge an R1 Protein in 
den Zellen und/oder eine Erhohung der enzymatischen Aktivitat von R1 Proteinen in 
den Zellen. 
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Die ErhShung der Expression l<ann beispielsweise bestimmt werden durch Messung 
der Menge an Transl<ripten. die OK1 Proteine Oder R1 Proteine codleren. Dieses 
l<ann z.B. durcli Northern-Blot-Analyse Oder RT-PCR erfolgen. Eine ErhShung 
5 bedeutet dabei vorzugsweise eine ErhShung der Menge an Transkripten im 
Vergleich zu entsprechenden nicht genetiscli modifizierten Zellen urn mindestens 
50%. insbesondere um mindestens 70%. bevorzugt urn mindestens 85% und 
besonders bevorzugt um mindestens 100%. Eine Erhohung der IVIenge an 
Transkripten, codierend ein OK1 Protein, bedeutet auch. dass Pflanzen oder 

10 Pflanzenzellen. die keine nachweisbaren IVIengen an Transkripten, codierend ein 
OKI Protein aufweisen. nach erfindungsgemSRer genetischer Modifikation 
nachweisbare IVIengen an Transkripten. codierend ein OK1 Protein aufweisen. Eine 
Erhohung der IVIenge an Transkripten, codierend ein R1 Protein, bedeutet auch, dass 
Pflanzen oder Pflanzenzellen, die keine nachweisbaren IVIengen an Transkripten, 

15 codierend ein R1 Protein, aufweisen, nach erfindungsgemaUer genetischer 
Modifikation nachweisbare Mengen an Transkripten, codierend ein R1 Protein, 
aufweisen. 
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Die Erhohung der Menge an Protein eines OK1 Proteins oder eines R1 Proteins, die 
eine erhohte Aktivitat dieser Proteine in den betreffenden Pflanzenzellen zur Folge 
hat. kann beispielsweise bestimmt werden durch immunologlsche Methoden wie 
Western-Blot-Analyse, ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) oder RIA 
(Radio Immune Assay). Eine ErhQhung bedeutet dabei vorzugsweise eine ErhShung 
der Menge Protein im Vergleich zu entsprechenden nicht genetisch modifizierten 
25 Zellen um mindestens 50%. insbesondere um mindestens 70%, bevorzugt um 
mindestens 85% und besonders bevorzugt um mindestens 100%. Eine Erh6hung der 
Menge an OK1 Protein bedeutet auch, dass Pflanzen oder Pflanzenzellen. die keine 
nachweisbare Aktivitat eines OKI Proteins aufweisen, nach erfindungsgemaiier 
genetischer Modifikation eine nachweisbare Menge eines OKI Proteins aufweisen. 
Eine Erhohung der Menge an R1 Protein bedeutet auch, dass Pflanzen oder 
Pflanzenzellen, die keine nachweisbare Aktivitat eines R1 Proteins aufweisen, nach 
erfindungsgemalier genetischer Modifikation eine nachweisbare Menge eines R1 
Proteins aufweisen. 



30 
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Methoden zur Herstellung von Antikorpern, die spezifisch mit einem bestimmten 
Protein reagieren, d.h. die spezifisch an besagtes Protein binden, sind denn 
Fachmann bel^annt (siehe z.B. Lottspeich und Zorbas (Eds.), 1998. Bioanalytil<. 

5 Spektrum akad. Verlag, Heidelberg. Berlin. ISBN 3-8274-0041-4). Die Herstellung 
solcher Antikdrper wird von einlgen Fimnen (z.B. Eurogentec. Belgien) als 
Auflragsservice angeboten. Eine Moglichkeit zur Herstellung von AntikOrpern, die mit 
einem OK1 Protein spezifisch reagieren. ist weiter unten beschrieben (siehe Beispiel 
10). Ein Antlkdrper. mit welchem eine ErhShung der Menge an R1 Protein mittels 

10 immunologischer Methoden festgestellt werden kann, ist bei Lorberth et al. (1998, 
Nature Biotechnology 16. 473-477) und Ritte et al. (2000. Plant Journal 21, 387-391) 
beschrieben. 

Im Rahmen der vorllegenden Erfindung soli unter dem Begriff „OK 1 Protein" ein 
15 Protein verstanden werden, welches einen Phosphatrest von ATP auf bereits 
phosphorylierte Starke (P-Starke) ubertragt. Starken, isoliert aus Blattem einer 
Arabisopsis thaliana sex1-3 Mutante weisen keine nachweisbaren Mengen an 
kovalent gebundenen Phosphatresten auf und werden von einem OK1 Protein nicht 
phosphoryliert. d.h. ein erHndungsgemaRes OK1 Protein benStigt bereits 
20 phosphorylierte Starke als Substrat zur Qbertragung weiterer Phosphatreste. 

Bevorzugt wird von einem OK1 Protein der beta-Phosphatrest des ATP auf die 
Starke und der gamma-Phosphatrest des ATP auf Wasser ubertragen. Als weiteres 
Reaktionsprodukt entsteht bei einer durch ein OK1 Protein durchgefUhrten 
Phosphorylierungsreaktion von P-Starke AMP (Adenoslnmomophosphat). Ein Ok1 
25 Protein wird daher als [phosphoryliertes-alpha-Glucan]-Wasser-Dikinase ([P-Glucan]- 
Wasser-Dlklnase) bzw. als [phosphorylierte-Starke]-Wasser-Dikinase bezeichnet. 
OK1 Proteine katalysieren daher eine Reaktlon nach dem folgenden Schema: 

P-Glucan + ATP + H2O — > P-Glucan-Pp + AMP + Pyl 

30 

Bevorzugt entsteht an der durch ein OKI Protein phosphorylierten P-Starke eine 
zusatzliche Phosphatmonoesterbindung in C-6-Position und/oder in C-3-Posltlon 



-9- 

BCS 04-5012 



eines GlucosemolekOls der P-Starke. Besonders bevorzugt entstehen bei der durch 
ein OK1 Protein katalyslerten Phosphorylierung von P-Starke mehr zusatzllche 
Phosphatmonoesterblndungen In C-3-Position Im Vergleich zu 
Phosphatmonoesterbindungen in C-6-Position der GlucosemolekQIe der betreffenden 



ZU 

monoesterbindungen in C-6-Position der GlucosemolekQIe der betreffpnri 

P-Starke. 

Aminosauresequenzen. die OK1 Proteine codieren. enthalten 



, eine 

Phosphohistldindomane. Phosphohistidindomanen sind z.B. beschrieben bei Tien- 
Shin Yu et al. (2001. Plant Cell 13. 1907-1918). Bevoi^ugt enthalten 
Phosphohistidindomanen von OKI Proteine codierenden Aminosauresequenzen 
10 zwei Hisdine. 

Bei der Katalyse einer Phosphorylierungsreaktion einer P-Starke durch ein OKI 
Protein entstehtals Zwischenprodukt ein phosphoryliertes OKI Protein, bei weichem 
ein Phosphatrest des ATP kovalent an eine Aminosaure das OKI Proteins gebunden 
ist. Das Zwischenprodukt entsteht durch Autophosphorylierung des OK1 Proteins 
15 d.h. das OKI Protein selbst katalysiert die Reaktion. die zu dem Zwischenproduki 
fOhrt. Bevorzugt wird durch die Autophosphorylierung ein Histidinrest der 
Aminosauresequenz. codierend ein OKI Protein, phosphoryliert, besonders 
bevorzugt ein Histidinrest, der Bestandteil einer Phosphohistidindomane ist 
Weiterhin weisen erfindungsgemalie OKI Proteine eine erhohte Bindungsaktivitat zu 
20 P-Starke auf im Vergleich zu nicht-phosphorylierter-Starke. 
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Da bisher keine Enzyme beschrieben sind. die P-Starke als Substrat benotigen um 
diese weiter zu phosphorylieren. war es bisher auch nicht mQglich. den Gehalt an 
Starkehosphat von bereits phosphorylierter-Starke in Pflanzen Ober ein gewisses 
Mali hinaus zu steigem. Dieses ist nun durch Ven^^endung eines erfindungsgemaiJen 
Proteins oder eines erfindungsgemaBen NucleinsauremolekOls zur genetischen 
Modifikation von Pflanzen mSglich. Die Aufkiarung der Funktion eines OKI Proteins 
und damit die Bereitstellung eines OKI Proteins fQhrt dazu. dass nun Pflanzen 
dahingehend genetlsch modifiziert werden konnen. dass sie eine Starke mit 
veranderten Eigenschaften synthetisieren. Das Verandem der Phosphatverteilung in 
von Pflanzen synthetisierter Starke war aus Mange! an zur Verfugung stehenden 
MitteIn bisher nicht moglich. Durch die Bereitstellung erfindungsgemaiier Proteine 
und Nucleinsauren durch die vorliegende Erfindung ist nun auch eine Verandemng 
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des Phosphatverhaltnisses in nativen Starken moglich. EIn welterer Vortell der 
vorilegenden Erfindung besteht darin. dass bei einem gleichzeitigen 
Zusammenwirken eines OK1 Proteins mit einem R1 Protein hohere Mengen an 
Phosphat in die Starke eingebaut werden. als wenn die jeweiligen Protelne raumlich 
5 Oder zeitllch getrennt vonelnander Starke bzw. P-Starke phosphorylieren. Damit ist 
es moglich. 

Im Rahmen der vorilegenden Erfindung soli unter dem Begrlff ,.R1 Protein" ein 
Protein verstanden werden. welches elnen Phosphatrest von ATP auf- Starke 

10 Qbertragt. StSricen, isollert aus Blattem eIner Ambidopsis thaliana sex1-3 Mutante 
weisen keine nachweisbaren Mengen an kovalent gebundenen Phosphatresten auf 
werden jedoch von einem R1 Protein phosphoryllert. D.h. nlcht-phosphorylierte- 
Starke. z.B. isoliert aus BlSttem einer Arabidopsis thaliana sex1-3 Mutante wird In 
einer durch ein R1 Protein katalysierten Phosphoryllerungsreaktion als Substart 

1 5 verwendet. 

Bevorzugt wird von einem R1 Protein der beta-Phosphatrest des ATP auf die StSrke 
und der gamma-Phosphatrest des ATP auf Wasser ubertragen. Als weiteres 
Reaktionsprodukt entsteht AMP (Adenosinmonophosphat). Ein R1 Protein wird daher 
als [alpha-1.4-Glucan]-Wasser-Dikinase bzw. als Starke- Wasser-Dikinase 
20 bezeichnet (E.G.: 2.7.9.4; Ritte et al., 2002, PNAS 99. 71 66-71 71 ). 

Bel der durch ein R1 Protein katalysierten Phosphoryliemng von Starke entstehen 
mehr zusatzliche Phosphatmonoesterblndungen in C-6-Posltion im Vergleich zu 
Phosphatmonoesterbindungen In C-3-Posltion der GlucosemolekQIe der betreffenden 
Starke. Von einem R1 Protein werden ca. 60% bis 70% der Phosphatreste in C-6- 
25 Position und ca. 30% bis 40% der Phosphatreste in C-3-Posltion der 
GlucosemolekQIe von Starke eingefQhrt (Ritte et al.. 2002. PNAS 99. 7166-7171). 
Bei der Katalyse einer Phosphorylierungsreaktion einer Starke durch ein R1 Protein 
entsteht als Zwischenprodukt ein phosphoryliertes R1 Protein, bei welchem ein 
Phosphatrest des ATP kovalent an eine Aminosaure das R1 Proteins gebunden Ist 
30 (Ritte et al., 2002, PNAS 99. 7166-7171). Das Zwischenprodukt entsteht durch 
Autophosphorylierung des R1 Proteins, d.h. das R1 Protein selbst katalyslert die 
Reaktion, die zu dem Zwischenprodukt fOhrt. Aminosauresequenzen, die OK1 
Protelne codleren. enthalten eIne Phosphohistidindomane. Phosphohlstidindomanen 
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sind Z.B. beschrieben bei Tien-Shin Yu et al. (2001, Plant Cell 13, 1907-1918). 
Bevorzugt enthalten Phosphohistidindomanen von R1 Proteine codierenden 
Amionosauresequenzen ein Histldin. Durch die Autophosphorylierung eines R1 
Proteins wird ein Histidinrest In einer Phosphohistidindomane der 
5 Anninosauresequenz. codierend ein R1 Protein, phosphoryliert (Mikkelsen et al., 
2003, Biochemical Journal Intenmedlate Publication. Published on October 2003 as 
nnanuscript BJ20030999). 

Nukleinsauresequenzen und zu diesen korrespondlerende AminosSuresequenzen, 
codierend ein R1 Protein sind aus unterschiedleichen Spezies, wie z.B. Kartoffel 

10 (WO 97 11188, GenBank Ace: AY027522, Y09533), Weizen (WO 00 77229. US 
6,462,256, GenBank Ace: AAN93923, GenBank Ace: AR236165). Reis (GenBank 
Ace: AAR61445, GenBank Ace: AR400814). Mais (GenBank Ace: AAR61444, 
GenBank Ace: AR400813). Soyabohne (GenBank Ace: AAR61446, GenBank Ace: 
AR400815). Citrus (GenBank Ace: AY094062) und Arabidopsis (GenBank Ace: 

15 AF312027) beschrieben. Die genannten NucleinsSuresequenzen und 
AminosSuresequenzen codierend R1 Proteine sind u.a. verSffentlicht vom NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/) und sind durch Nennung der Referenzen 
ausdriicklich in die Beschreibung der vorliegenden Anmeldung aufgenommen. 

20 Unter dem Begriff ..erhohte Bindungsaktivitar soil im Zusammenhang mit der 
vorliegenden ErHndung, eine erhohte Affinitat eines Proteins zu einem ersten 
Substrat im Vergleich zu einem zweiten Substart verstanden werden. D.h., dass die 
Menge an Protein, die unter gleichen Inkubationsbedingungen vermehrt an ein eretes 
Substrat im Vergleich zu einem zweiten Substrat bindet, eine erhOhte 

25 Bindungsaktivitat zu dem ersten Substrat autweist. 

Unter dem Begriff ..Starkephosphat" sollen im Zusammenhang mit der vorliegenden 
Erfindung kovalent an die GlucosemolekQIe von Starke gebundene Phosphatgruppen 
verstanden werden. 

30 

Unter dem Begriff ..nicht-phosphorylierte-Starke" soil im Zusammenhang mit der 
vorilegenden Erfindung eine Starke verstanden werden, welche keine nachweisbaren 
Mengen an Starkephosphat enthalt. Zur Bestimmung der Menge an Starkephosphat 
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sind verschiedene Methoden beschrieben. Bevorzugt kann die bei Ritte et al. (2000, 
Starch/Starke 52, 179-185) beschriebene Methode zur Bestimmung der Menge von 
Starkephosphat verwendet werden. Besonders bevorzugt wird die Bestimmung der 
Menge an Starkephosphat mittels ^^P-NMR nach der bei Kasemusuwan und Jane 
5 (1 996, Cereal Chemistry 73, 702-707) beschriebenen Methode durchgefuhrt. 

Unter dem Begriff ..phosphoryllerte-Starke" oder ,.P-Starke" soli im Zusammenhang 
mit der voriiegenden Erfindung eine Starke verstanden werden. welche 
Starkephosphat enthSlt. 



10 



Nachgewlesen werden kann die Aktivitat eines OKI Proteins z.B. durch in vitro 
inkubation eines OK1 Proteins unter Venwendung von ATP, welches einen in der 
beta-Position markierten Phosphatrest enthait (markiertes ATP). Zu bevorzugen 1st 
ATP, bei welchem der Phosphatrest in beta-Position spezifisch marklert ist. d.h. bei 

1 5 welchem nur der Phosphatrest in beta-Position eine Markierung tragt. Bevorzugt wird 
radioaktiv markiertes ATP, besonders bevorzugt ATP, bei welchem der Phosphatrest 
in beta-Position spezifisch radioaktiv markiert ist und Insbesondere bevorzugt wird 
ATP. bei welchem der Phosphatrest in beta-Position spezifisch mit ^^P markiert ist, 
verwendet. Wird ein OK1 Protein mit markiertem ATP und Starken. welche nicht 

20 phosphoryliert sind, inkubiert, wird kein Phosphat durch OKI auf die Starke 
Qbertragen. Bevorzugt wird Blattstarke der Arabidopsis thaliana Mutante sex1-3 
(Tien-Shin Yu et al.. 2001, Plant Cell 13, 1907-1918) venwendet. 
Wird ein OK1 Protein hingegen mit P-StSrke in Gegenwart von markiertem ATP 
inkubiert, so kann anschliedend kovalent an die P-StSrke gebundenes markiertes 

25 Phosphat nachgewlesen werden. Bevorzugt wird Starke aus Biattern von 
Arabidopsis thaliana, besonders bevorzugt mittels eines R1 Proteins enzymatlsch 
phosphoryllerte Starke aus Arabidopsis thaliana sex1-3 Mutanten (Ritte et al., 2002, 
PNAS 99. 7166-7171) venfl/endet. 

Nachgewlesen werden konnen markierte Phosphatreste. die durch ein OK1 Protein 
30 in P-Starke eingebaut wurden z.B. durch Abtrennung der markierten P-Starke (z.B. 
durch Ausfallen mittels Ethanol, Filtration, chromatographische Methoden etc.) vom 
Rest des Reaktionsgemisches und anschliellender Detektion der markierten 
Phosphatreste in der P-Starke Fraktion. Die in der P-Starke Fraktion gebundenen 
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markierten Phosphatreste konnen dabei z.B. durch Bestimmung der Menge der In 
der P-Starke Fraktion vorliegenden Radloaktivitat (z.B. mittels Szintillationszahler) 
nachgewiesen werden. Mogliche Methoden zum Nachweis eines Proteins, welches 
P-Starke als Substrat fur eine Phosphorylierungsreaktion benbtigt, Ist welter unten 
unterAllgemelne Methoden. Punkt 11 und In Belspiel 6 beschrieben. 

Die Aktivltat eInes R1 Proteins kann z.B. nachgewiesen werden wie In der Llteratur 
beschrieben (MIkkelsen et al., 2003, Biochemical Journal Intermediate Publication. 
Published on October 2003 as manuscript BJ20030999; RItte et al., 2002, PNAS 99, 
7166-7171). 

Welche Posltlonen der Kohlestoffatome (C-2, C-3 oder C-6) der Glucosemonomere 
In P-Starke von einem OKI Protein bevorzugt phosphoryliert werden, kann z.B. 
durch Analyse der durch ein Protein phosphorylierten P-Starken wie bei Ritte et al. 
(2002, PNAS 99, 7166-7171) beschrieben, enmittelt werden. Hierzu wird durch ein 
Protein phosphorylierte P-Starke unter Verwendung von Saure hydrolysiert und 
anschliefiend mittels Anionenaustausch-Chromatographie analysiert. 
Bevorzugt wird die von einem OKI Protein phosphorylierte P-Starke mittels NMR 
analysiert, urn festzustellen, welche Posltlonen der Kohlestoffatome (C-2, C-3 oder 
C-6) der Glucosemonomere in der P-Starke phosphoryliert werden. EIne besonders 
bevorzugte Methbde zur Identifizierung der C-Atom-Posltlonen eines 
Glucosemolekuls einer StSrke, welche durch eIne von einem OKI Protein 
katalyslerte Reaktlon phosphoryliert werden. Ist welter unten unter Allgemelne 
Methoden, Punkt 13 beschrieben. 

Welche Posltlonen der Kohlestoffatome (C-2, C-3 oder C-6) der Glucosemonomere 
In Starke von einem R1 Protein bevorzugt phosphoryliert werden, kann z.B. durch 
Analyse der durch ein R1 Protein phosphorylierten Starken wie bei RItte et al. (2002, 
PNAS 99, 7166-7171) beschrieben, ermittelt werden. Hierzu wird durch ein Protein 
phosphorylierte Starke unter Venwendung von Saure hydrolysiert und anschlleliend 
mittels Anionenaustausch-Chromatographle analysiert. 
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Bevorzugt wird die von einem OKI Protein phosphorylierte P-Starke Oder die von 
einem R1 Protein phosphorylierte Starke mittels NMR analysiert. urn festzustellen, 
welche Positionen der Kohlestoffatome (C-2. C-3 oder C-6) der Glucosemonomere in 
der P-Starke bzw. der Starke phosphoryliert werden. Eine besonders bevorzugte 
5 Methode zur Identifizierung der C-Atom-Positionen eines GlucosemolekQIs einer 
Starke, welche durch eine von einenn OK1 Protein oder R1 Protein katalysierte 
Reaktion phosphoryliert werden, ist waiter unten unter Allgemeine Methoden, Punkt 
13 beschrieben. 



10 Ein phosphoryliertes Protein, welches als Zwischenprodukt bei der durch ein OK1 
Protein vermittelten Phosphorylierung von P-Starke entsteht, kann wie z.B. be! Ritte 
et al. (2002, PNAS 99, 7166-7171) oder Mikkelsen et al. (2003, Biochemical Journal 
Intermediate Publication. Published on October 2003 as manuscript BJ20030999) fQr 
ein R1 Protein beschrieben, nachgewiesen werden 

15 

Zum Nachweis des Vorliegens eines autophosphorylierten Zwischenproduktes wird 
ein OKI Protein zunachst in Abwesenheit von Starke mit markiertem ATP, bevorzugt 
mit spezifisch in beta-Phosphat-Position markiertem ATP. besonders bevorzugt mit 
spezifisch mit ^^P in beta-Phosphat-Position markiertem ATP inkubiert. Parallel dazu 

20 wird ein Reaktionsansatz 2, der jedoch an Stelle von markiertem ATP entsprechende 
Mengen nicht-mariclertes ATP enthalt, unter ansonsten gleichen Bedingungen 
inkubiert. Anschlleliend wird nicht markiertes ATP dem Reaktionsgemlsch 1 im 
Oberechuli und eine Mischung aus nicht-markiertem ATP und markiertem ATP 
(gleiche Menge von mari<iertem ATP wie zuvor in Reaktlonsgemisch 1 eingesetzt 

25 und gleiche Menge an nicht-marklertem ATP wie dem Reaktionsgemlsch 1 im 
OberschuB zugesetzt) dem Reaktlonsgemisch 2 hinzu gegeben und welter inkubiert, 
bevor zu einem Tell A des Reaktionsgemlsches 1 (Tell 1 A) bzw. zu einem Tell A des 
Reaktlonsgemisches 2 (Tell 2A) P-Starke hInzu gegeben werden. Die Reaktion im 
verbleibenden Teil 1 B und Teil 28 des Reaktionsgemlsches wird durch Denaturieren 

30 des Proteins gestoppt. Das Stoppen des Teils B der Reaktlonsgemische kann durch 
dem Fachmann bekannte Methoden. welche zur Denaturierung von Proteinen 
fQhren, bevorzugt durch Zugabe von Natriumlaurylsulfat (SDS) erfolgen. Teil 1A und 
Tell 2A der Reaktionsgemische werden fur mindestens weitere 10 MInuten inkubiert, 
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bevor auch diese Reaktionen gestoppt werden. Die in Teil A bzw. Teii B der 
jewelllgen .Real<tionsgemfsche vorliegende Starke wird vom jeweiligen Rest der 
Reaktionsgemische abgetrennt. Findet die Abtrennung der jeweiligen Starke z.B. 
durch Zentrifugation statt. so befindet sich die Starke des jeweiligen Teils A bzw. 
jeweiligen Teils B der Reaktionsgemische nach erfolgter Zentrifugation im 
sedimentierten Pellet und die sich in den jeweiligen Reaktionsgemlschen 
befindlichen Protelne befinden sich im jeweiligen ZentrifugatlonsOberstand. Der 
Oberstand des Teils 1A bzw. 2A und des Tells 18 bzw. 2B der Reaktionsgemische 
kann anschllefiend z.B. Jewells In einer denaturierenden Acrylamldgelelektrophorese, 
gefolgt von einer Autoradiographle des erhaltenen Acrylamidgels analyslert werden' 
Zur Quantifizlerung der Menge an radloaktiv markierten Proteinen, die mitteis 
Acrylamldgelelektrophorese aufgetrennt wurden. kann z.B. die dem Fachmann 
bekannte Methode des so genannten „Phosphoimaglngs" verwendet werden. Zeigt 
die Autoradiographle Oder die Analyse mittels „Phosphoimager von Proteinen im 
ZentrifugatlonsOberstand des Tell B des Reaktionsgemisches 1 ein gegenQber dem 
ZentrifugatlonsOberstand des Teil A des Reaktionsgemisches 1 ein signifikant 
eriiohtes Signal, so zeigt dieses, dass das eine Phosphorylierung von Stari<e 
vermlttelnde Protein als autophosphoryliertes Zwischenprodukt auftritt. Die Telle A 
und B des Reaktionsgemisches 2 dienen als Kontrolle und sollten daher im 
ZentrifugatlonsOberstand kein signifikant erii5htes Signal in der Autoradiographle 
Oder in der Analyse mittels ..Phosphoimager aufweisen. 

Zusatzlich kann die im jeweiligen sedimentierten Pellet verbliebene Starke des 
jeweiligen Teils A der Reaktionsgemische 1 und 2. gegebenenfalls nach 
anschlieliendem Waschen der jeweiligen Stari<en, auf das Vortiegen von 
Stari^ephosphat. welches eine dem eingesetzten mari<ierten ATP entsprechende 
Mari<lerung aufweist, hin untersucht werden. Enthalten die Stari<en des Teils A des 
Reaktionsgemisches 1 mari<lerte Phosphatreste und zeigt, die Autoradiographie des 
ZentrifugationsOberstandes des Teil B des Reaktionsgemisches 1 ein gegenuber 
dem ZentrifugatlonsOberstand des Teil A des Reaktionsgemisches 1 ein signifikant 
erhohtes Signal In der Autoradiographie. so zeigt dieses, dass das eine 
Phosphorylierung von Starke vermittelnde Protein als autophosphoryliertes 
Zwischenprodukt voriiegt. Die Telle A und B des Reaktionsgemisches 2 dienen als 
Kontrolle und sollten daher im sedimentierten Pellet, enthaltend alpha-1.4-Glucane. 
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kein signifikant erhohtes Signal fQr mit ^^P marklerte alpha-1 .4-Glucane aufweisen. 
Moglichkeiten zum Nachweis eines phosphoryllerten OKI Protein 
Zwischenproduktes sind weiter unten unter Allgemeine Methoden Punkt 12 und In 
Beispiel 7 beschrieben. 

Dass ein OKI Protein eine erhohte Bindungsaktivltat zu einer P-Starke im Vergleich 
zu nicht-phosphorylierter-Starke aufweist. kann durch Inkubation des OK1 Proteins 
mit P-Starke und nicht-phosphorylierter-Starke in jeweils getrennten Ansatzen 
erfolgen. 

Zur inkubation von OKI Proteinen mit nicht-phosphorylierter-Starke sind 
grundsatziich alle nicht-phosphoryiierten-Starken geeignet. Bevorzugt wird eine 
nicht-phosphorylierte pflanzliche Starke, besonders bevorzugt Weizenstarke und 
insbesondere bevorzugt granulSre Blattstarke einer Arabidopsis thaliana Mutante 
sex1-3 verwendet. 

IVlethoden z.B. zur Isolierung von Starke aus Pflanzen sind dem Fachmann bekannt. 
Alle dem Fachmann bekannten Methoden sind grundsatzlich geeignet. urn nicht- 
phosphorylierte-Starke aus entsprechenden Pflanzenspezies zu isolieren. Bevorzugt 
wird die weiter unten (siehe Allgemeine Methoden Punkt 2) beschriebene Methode 
zur Isolierung von nicht-phosphorylierter-Starke venwendet. 

20 

Zur Inkubation von OKI Proteinen mit P-Starke sind grundsatzlich alle Starken 
geeignet. die Starkephosphat enthalten. Auch chemisch phosphorylierte Starken 
kennen hierbel venwendet werden. Vorzugsweise werden zur Inkubation mit OKI 
Proteinen P-Starken eingesetzt. besonders bevorzugt eine nachtraglich enzymatisch 
25 phosphorylierte pflanzliche Starke, insbesondere bevorzugt eine nachtraglich 
enzymatisch phosphorylierte pflanzliche granuiare Starke, die aus einer sex-1 
Mutante von Arabidopsis thaliana isoliert wurde. 

Zum Nachweis einer erhdhten Bindungsaktivltat von OK1 Proteinen zu P-Starke Im 
30 Vergleich zu nicht-phosphorylierter-Starke werden OKI Proteine in voneinander 
getrennten Ansatzen mit P-Starke (Ansatz A) und mit nlcht-phosphorylierler-Starke 
(Ansatz (B) inkubiert. Nach erfolgter Inkubation werden die nicht an die betrefTenden 
Starken der Ansatze A und B gebundenen Proteine von den Starken und den an sie 
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gebundenen Proteinen abgetrennt. Die Bindung zwischen den Proteinen und der P- 
Starke im Ansatz A und die Bindung zwischen den Proteinen und nicht- 
phosphorylierter-Starke Im Ansatz B wird anschlieBend aufgehoben, d.h. die 
betreffenden Proteine werden in Losung gebracht. Die in LOsung gebrachten 
5 Proteine des Ansatzes A und des Ansatzes B konnen dann von den betreffenden 
Starken, die in den entsprechienden Ans3tzen vorliegen, abgetrennt werden. 
Daraufhin kann eine Auftrennung der Isollerten P-Starke-blndenden-Proteine des 
Ansatzes A bzw. der Isollerten nicht-phosphorylierte-Stdrke-bindenden-Proteine des 
Ansatzes B, mit Hilfe von dem Fachmann bekannten Methoden, wie z.B. Gelfiltratlon, 

10 cliromatographische Verfahren, Elektrophorese, SDS-Acrylamidgelelektrophorese 
etc. erfolgen. Durch Vergleich der Mengen aufgetrennter Proteine des Ansatzes A 
mit den l\/lengen korrespondierender aufgetrennter Proteine des Ansatzes B, kann 
enmittelt werden, ob ein Protein eine erhohte Bindungsaktivitat gegenuber P-Starke 
im Vergleicli zu niclit-phosptiorylierten-Starke aufweisen. Metlioden, mit weiclien 

15 eine bevorzugte Bindung von Proteinen an P-Starke im Vergleich zu nicht- 
phosphoryiierter-Starke nachgewiesen werden kann, sind welter unten In Belspiel 8 
beschrieben. 

Die in SEQ ID NO 2 dargestellte Aminosauresequenz codiert eIn OKI Protein aus 
20 Arabidopsis thaliana und die unter SEQ ID NO 4 dargestellte Aminosauresequenz 
codiert ein OK 1 Protein aus Oryza sativa. 

In einer weiteren AusfQhrungsform der vorllegenden Erflndung welsen 
AmlnosSuresequenzen codlerend eIn OKI Proteine eine Identltat mit der In SEQ ID 
25 NO 2 Oder SEQ ID NO 4 angegebenen Sequenz eine Identitat von mindestens 60%. 
insbesondere von mindestens 70%, bevorzugt von mindestens 80% und besonders 
bevorzugt von mindestens 90% und Insbesondere bevorzugt von mindestens 95% 
auf. 

30 In einer weiteren AusfOhrungsfonm der vorliegenden Erfindung weist das OK1 Protein 
eine Phosphohistidindomane auf. Aminosauresequenzen, codlerend OKI Proteine, 
enthalten eine Phosphohistidindomane, die zu der unter SEQ ID NO 5 dargestellten 
Aminosauresequenz der Phosphohistidindomane des OK1 Proteins aus Arabidopsis 
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thaliana eine Identitat von mindestens 60%, insbesondere von mindestens 70%, 
bevorzugt von mindestens 80% und besonders bevorzugt von mindestens 90% und 
insbesondere bevorzugt von mindestens 95% aufweist. 

5 Eine weitere AusfOtirungsfomn der vorliegenden Erfindung betrifft eine 
erfindungsgem§(le genetiscli modifizlerte Pflanzenzelle oder eine erfindungsgemaBe 
genetisch modifizierte Pflanze, \Nobe\ die genetische ly/lodifikation in der EinfQIirung 
mindestens eines fremden NucleinsauremolekQls in das Genom der Pflanze bestelit. 

10 In diesem Zusammenhang bedeutet der Begriff ..genetische Modifikation" das 
Einfuhren von homologen und/oder lieterologen fremden Nucleinsauremolekulen in 
das Genom einer Pflanzenzelle oder in das Genom einer Pflanze, wobei besagtes 
Einfuhren dieser Molekule zur Erhohung der Aktivitat eines OK1 Proteins und zur 
Erhohung der Aktivitat eines R1 Proteins fUhrt. 

15 Durch Einfuhrung eines fremden NucleinsSuremolekuls sind die erflndungsgemaUen 
Pflanzenzellen oder erfindungsgemaiien Pflanzen in ihrer genetischen Information 
verandert. Das Vorhandensein oder die Expression eines fremden 
Nucleinsauremolekuls fiihrt zu einer phanotypischen Veranderung. „Phanotyplsche" 
VerSnderung bedeutet dabei vorzugsweise eine messbare Veranderung einer oder 

20 mehrerer Funktionen der Zellen. Beispielsv»^eise zeigen die genetisch modifizierten 
erfindungsgemaiien Pflanzenzellen und die genetisch modifizierten 
erfindungsgemaiien Pflanzen aufgrund des Vorhandenseins oder bei Expression 
eingefiihrter NuclelnsauremolekQIe eine Erhahung der Aktivitat eines OKI Proteins 
und eine Erhohung der Aktivitat eines R1 Proteins. 

25 

Unter dem Begriff "fremdes NukleinsauremolekQI" versteht man im Zusammenhang 
mit der vorliegenden Erfindung ein solches MolekOI, das entweder natQrIicherweise in 
entsprechenden Wildtyp-Pflanzenzellen nicht vorkommt, oder das in der konkreten 
raumlichen Anordnung nicht natQrIicherweise in Wildtyp-Pflanzenzellen vorkommt 
30 Oder das an einem Ort im Genom der Wildtyp-Pflanzenzelle lokalisiert ist, an dem as 
natQrIicherweise nicht vorkommt. Bevorzugt ist das fremde NukleinsauremolekQI ein 
rekombinantes MolekQI, das aus verschiedenen Elementen besteht, deren 
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Kombination oder spezifische raumliche Anordnung natOriicherweise in pflanzlichen 
Zellen nicht auftritt. 

Prinziplell kann ein fremdes NucleinsauremolekQI jedes beliebige 
Nuclelnsauremolekul sein. das In der Pflanzenzelle oder Pflanze eine ErhOhung der 
5 Aktivitat eines OKI Proteins und eines R1 Proteins bewirkt. 

Unter dem Begriff „Genom" soli rm Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung 
die Gesamthieit des In einer pflanzlichen Zelle vorliegenden Erbmaterials veretanden 
werden. Dem Faclimann ist bekannt, dass neben dem Zellkem auch andere 
10 Kompartlmente (z.B. Piastiden, IVIitocliondrien) Erbmaterial enthalten. 

In einer welteren Ausfiihrungsfomi sind die erfindungsgemaHen Pflanzenzellen und 
die erfindungsgemaiSen Pflanzen dadurcfi gekennzeichnet, dass mindestens ein 
fremdes NucleinsauremolekOI ein OKI Protein codlert, bevorzugt ein OK1 Protein 
1 5 aus Arabidopsis thaliana oder ein OKI Protein aus Oryza sativa. 

In einer weiteren Ausfuhrungsfonn codiert das fremde Nuclelnsauremolekul ein OKI 
Protein mit der in SEQ ID NO 2 oder SEQ ID NO 4 angegebenen 
Aminosauresequenz. 



20 



26 



In einer weiteren Ausfuhmngsform sind die erfindungsgemalien Pflanzenzellen und 
die erfindungsgemalien Pflanzen dadurch gekennzeichnet, dass mindestens ein 
fremdes Nucleins^uremolekul ein R1 Protein codlert, bevorzugt ein R1 Protein aus 
Kartoffel oder ein OKI Protein aus Oryza sativa. 



In einer weiteren AusfQhrungsfomi codiert das fremde NucleinsauremolekQI ein R1 
Protein aus Kartoffel mit der in GenBank Acc.: Y09533 (22-JUL-2003 Rel. 76, Last 
updated, Version 2) angegebenen Aminosauresequenz. Die NucleinsauremolekOle 
und Aminosauresequenzen codierend ein R1 Protein aus Kartoffel (GenBank Acc: 
30 Y09533) ist durch Nennung der Referenzen ausdriicklich in die Beschreibung der 
vorliegenden Anmeldung aufgenommen. 
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In einer weiteren Ausfuhrungsform sind die erfindungsgemaHen Pflanzezellen und 
die erfindungsgemafien Pflanzen dadurch gekennzeichnet, dass ein erstes fremdes 
Nucleinsauremolekul ein R1 Protein codiert und ein zweites fremdes 
NudeinsSuremoleicul ein OK1 Protein codiert. 

Bei den zur genetlschen Modifikation in die Pflanzezelle oder Pfianze eingebracliten 
fremden NukleinsauremolekOlen kann es sioh urn ein einzelnes Nucleinsauremolekul 
Oder um mehrere NucleinsauremolekQIe handeln. Es kann sich dalier sowohl urn 
NucleinsauremoIekOle handeln. die OK 1 Proteine codierende 
NucleinsSuresequenzen und R1 Proteine codierende Nudeinsauresequenzen 
enthalten. als auch um NucleinsauremoIekOle bei denen die OK 1 Proteine 
codierenden Nudeinsauresequenzen und die R1 Proteine codlerenden 
NucleinsSuresequenzen auf verschiedenen NudeinsauremolekOlen vortlegen. Die 
ein OK1 Protein codierenden Nudeinsauresequenzen und die ein R1 Protein 
codierenden Nudeinsauresequenzen konnen beispielsweise in einem Vektor, 
Plasmid oder linearen NudeinsauremolekQI gleichzeitig enthalten sein, oder aber 
Bestandteile von zwei jeweils voneinander getrennten Vektoren, Plasmiden oder 
linearen Nucleinsauremolekulen sein. 

Llegen die ein OK1 Protein codierenden Nudeinsauresequenzen und die ein R1 
Protein codierenden Nudeinsauresequenzen in zwei voneinander getrennten 
Nucleinsauremolekulen vor, so konnen sie entweder zeitgleich (..Cotransformation") 
Oder auch nacheinander, d.h. zeitllch aufeinander folgend („Supertransformatlon") in 
das Genom der Pflanzenzelle oder Pfianze eingefUhrt werden. Die voneinander 
getrennten NukleinsauremolekUle kQnnen auch in verschledene individuelle 
Pflanzenzellen oder Pflanzen eIner Spezies eingefOhrt werden. Es konnen dadurch 
Pflanzenzellen oder Pflanzen erzeugt werden, bei welchen die Aktivitat von entweder 
mindestens einem OK1 Protein oder aber mindestens einem R1 Protein erhoht ist. 
Solche Pflanzen k5nnen dann durch anschlieUendes Kreuzen der Pflanzen, bei 
welchen die Aktivitat eines OK1 Proteins erhSht ist, mit solchen, bei welchen die 
Aktivitat eines R1 Proteins erhoht ist, hergestellt werden. 

Weiterhin konnen zur EinfOhmng eines fremden Nukleinsauremolekuls anstelle einer 
Wildtyp-Pflanzenzelle bzw. Wildtyp-Pflanze, eine Mutantenzelle bzw. eine Mutante, 
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die sich dadurch auszeichnet, dass sie berelts eine erhohte Aktivitat eines OK1 
Proteins oder eIne erhohte Aktivitat eines R1 Proteins aufweiset, verwendet werden. 
Bel den Mutanten kann es sich sowohl urn spontan (natOriich) auftretende Mutanten, 
als auch urn solche handeln. die durch den gezielten Einsatz von l\/1utagenen (wie 
5 z.B. chemische Agentien, ionisierende Strahlung) oder gentechnischen Verfahren 
(Z.B. T-DNA-activation-tagging, Transposon-activation tagging, in situ activation, in 
vivo- Mutagenese) erzeugt wurden. 

Erfindungsgemaiie Pflanzenzellen oder erfindungsgemalie l=*f!anzen kSnnen daher 
auch durch EInfQhrung eines fremden Nucieinsauremolekuls, welches zur Erhdhung 
0 der Aktivitat eines R1 Proteins fQhrt, in eine l\4utantenzelle oder eIne Mutante, die 
berelts eine erhohte Aktivitat eines OK1 Proteins aufweist, hergestellt werden. 
Erfindungsgemalie Pflanzenzellen oder erfindungsgemalSe Pflanzen kOnnen auch 
durch Einfljhrung eines fremden NucleinsauremolekQIs, welches zur Erhdhung der 
Aktivitat eines OK1 Proteins fOhrt. In eIne Mutantenzelle oder eIne Mutante, die 
berelts eine erhdhte Aktivitat eines R1 Proteins aufweist, hergestellt werden. 
Erfindungsgemalie Pflanzenzellen oder erfindungsgemalie Pflanzen kOnnen auch 
erzeugt werden. indem eine Mutante, bel welcher die Aktivitat eines OK1 Proteins 
erhoht 1st, mit einer Pflanze. die aufgrund der Elnfuhmng eines fremden 
Nucieinsauremolekuls eine erh6hte Aktivitat eines R1 Proteins aufweist, kreuzt. 
Ebenso ist es moglich, erfindungsgemaRe Pflanzenzellen oder erfindungsgemalie 
Pflanzen zu erzeugen, indem man eine Mutante, bei welcher die Aktivitat eines R1 
Proteins erhoht ist, mit einer Pflanze, die aufgmnd der EInfQhrung eines fremden 
NucleinsauremolekOls eine erhOhte Aktivitat eines OK1 Proteins aufweist, kreuzt. 

FOr die EinfOhrung von DNA In eine pflanzllche WIrtszelle steht eine VIelzahl von 
Techniken zur Verfugung. Diese Technlken umfassen die Transformation pflanzlicher 
Zellen mit T-DNA unter Venvendung von Agrobacterium tumefaciens oder 
Agrobacterium rfiizogenes als Transfomfiationsmittel, die Fusion von Protoplasten. 
die Injektion, die Elektroporation von DNA, die Einbrlngung der DNA mittels des 
biolistischen Ansatzes sowie weltere Mogllchkeiten. 

Die Verwendung der Agrobakterlen-vermittelten Transfonnation von Pflanzenzellen 
ist intensiv untersucht und ausreichend in EP 120516; Hoekema, IN: The Binary 
Plant Vector System Offsetdmkkerij Kanters B.V. Alblasseixlam (1985), Chapter V; 
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Fraley et al., Grit Rev. Plant Sci. 4. 1-46 und bei An et al. EMBO J. 4, (1985), 277- 
287 beschrieben worden. Fiir die Transfomriatlon von Kartoffel. siehe z.B. Rocha- 
Sosa et al., EMBO J. 8, (1989), 29-33). 

5 Auch die Transfomiation monokotyler Pflanzen mittels auf Agrobacterium 
Transformation basierender Vektoren wurde beschrieben (Chan et al.. Plant Mol. 
Biol. 22, (1993), 491-506; HIel et al.. Plant J. 6, (1994) 271-282; Deng et al. Science 
in China 33, (1990), 28-34; Wllmink et al., Plant Cell Reports 11, (1992). 76-80; May 
et al., Bio/Technology 13, (1995). 486-492; Conner und Domisse. Int. J. Plant Sci. 

10 1 53 (1 992), 550-555; Ritchie et al. Transgenic Res. 2, (1 993). 252-265). Alternatives 
System zur Transformation von monokotylen Pflanzen ist die Transfomnation mittels 
des biolistischen Ansatzes (Wan und Lemaux, Plant Physiol. 104, (1994), 37-48; 
Vasil et al., Bio/Technology 11 (1993), 1553-1558; Ritala et al.. Plant Mol. Biol. 24, 
(1994), 317-325; Spencer et al., Theor. Appl. Genet. 79, (1990), 625-631), die 

15 Protoplastentransformation. die Elektroporation von partiell permeabillsierten Zellen, 
die Einbringung von DNA mittels Glasfasern. Insbesondere die Transfomnation von 
Mais wird in der Literatur mehrfach beschrieben (vgl. z. B. WO95/06128, 
EP0513849, EP0465875, EP0292435; Fromm et al., Biotechnology 8, (1990), 833- 
844; Gordon-Kamm et al.. Plant Cell 2, (1990), 603-618; Koziel et al.. Biotechnology 

20 ■ 11 (1993), 194-200; Moroc et al., Theor. Appl. Genet. 80, (1990), 721-726). 

Auch die erfolgreiche Transfomiation anderer Getreidearten wurde bereits 
beschrieben, z.B. fQr Gerste (Wan und Lemaux, s.o.; Ritala et al., s.o.; Krens et al., 
Nature 296, (1982). 72-74) und fUr Weizen (Nehra et al., Plant J. 5, (1994), 285-297; 
Becker et al., 1994, Plant Joumal 5, 299-307). Alle vorstehenden Methoden sind im 

25 Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignet. 

Pflanzenzellen und Pflanzen, die durch EinfQhrung eines OKI Proteins und/oder 
eines R1 Proteins genetisch modlfiziert sind, lassen sich von Wildtyp-Pflanzenzellen 
bzw. Wildtyp-Pflanzen unter anderem dadurch unterscheiden, dass sle ein fremdes 
30 NucleinsSuremolekiil enthalten, das naturlichenweise in Wildtyp-Pflanzenzellen bzw. 
Wildtyp-Pflanzen nicht vorkommt oder dadurch, dass ein seiches MolekQI an einem 
Ort im Genom der erfindungsgemalien Pflanzenzelle oder im Genom der 
erfindungsgemalien Pflanze integriert vorliegt, an dem es bei Wildtyp-Pflanzenzellen 



15 



25 



30 
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bzw. Wildtyp-Pflanzen nfcht vorkommt. d.h. in einer anderen genomischen 
Umgebung. Ferner lassen sich derartige erfindungsgemalie Pflanzenzellen und 
erfindungsgemalJe Pflanzen von Wildtyp-Pflanzenzellen bzw. Wildtyp-Pflanzen 
dadurch unterscheiden. dass sie mindestens eine Kople des fremden 
5 Nucleinsauremolekuls stabil integriert in Ihr Genom enthalten. gegebenenfalls 
zusatzhch zu naturlicherwelse in den Wildtyp-Pflanzenzellen bzw. Wildtyp-Pflanzen 
vorkommenden Kopien eines solchen MolekOls. Handelt es sIch bei dem (den) in die 
erfindungsgemalJen Pflanzenzellen oder erfindungsgemaiien Pflanzen eIngefOhrten 
fremden NucleinsauremolekQI(en) urn zusatzliche Kopien zu bereits natQrIichenvelse 
10 m den Wildtyp-Pflanzenzellen bzw. Wildtyp-Pflanzen vorkommenden MolekQIen so 
lassen sich die erfindungsgemSlien Pflanzenzellen und die erfindungsgemaflen 
Pflanzen von Wildtyp-Pflanzenzellen bzw. Wildtyp-Pflanzen Insbesondere dadurch 
unterscheiden. dass diese zusatzliche(n) Kopie(n) an Orten im Genom lokalisiert ist 
(smd). an denen sie bei Wildtyp-Pflanzenzellen bzw. Wildtyp-Pflanzen nicht 
vorkommt (vorkommen). Dies ISsst sich beispielsweise mit Hilfe einer Southem Blot- 
Analyse nachprQfen. 

Weiterhin lassen sich die erfindungsgemaUen Pflanzenzellen und die^ 
erfindungsgemaiien Pflanzen von Wildtyp-Pflanzenzellen bzw. Wildtyp-Pflanzen 
vorzugsweise durch mindestens eines der folgenden Merkmale unterscheiden- Ist ein 
emgefDhrtes fremde Nucleinsauremolekul heterolog in Bezug auf die Pflanzenzelle 
Oder Pflanze. so weisen die erfindungsgemalien Pflanzenzellen oder 
erfindungsgemafJen Pflanzen Transkripte der eingefOhrten NucleinsauremoIekQIe 
auf. Diese lassen sich z. B. durch Northem-Blot-Analyse oder durch RT-PCR 
(Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) nachwelsen. ErfindungsgemSBe 
Pflanzenzellen und erfindungsgemaHe Pflanzen. die ein Antlsense- und/oder ein 
RNAi-Transkript exprimieren. k6nnen z.B. mit Hilfe von spezifischen Nucleinsaure- 
Sonden. die komplementar zur der fUr das Protein codierenden (natQrIich in der 
Pflanzenzelle vorkommenden) RNA sind. nachgewiesen werden. Vorzugsweise 
enthalten die erflndungsgemalien Pflanzenzellen und die erfindungsgemalJen 
Pflanzen ein Protein, das durch ein eingefOhrtes Nucleinsauremolekul codiert wird 
Dies kann z. B. durch immunologische Methoden. insbesondere durch eine Western- 
Blot-Analyse nachgewiesen werden. 



20 
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1st ein eingefOhrtes fremde Nucleinsauremolekul homolog in Bezug auf die 
Pflanzenzelle oder Pflanze, konnen die erfindungsgemafien Pflanzenzellen und die 
erfindungsgemalien Pflanzen von Wildtyp-Pflanzenzellen bzw. Wildtyp-Pflanzen 
beispielsweise aufgrund der zusatzllchen Expression der eingefuhrten fremden 
5 Nucleinsauremolekuie unterschieden werden. Die erfindungsgemaBen 
Pflanzenzellen und die erfindungsgemaRen Pflanzen enthalten vorzugsweise 
Transkripte der fremden NucleinsauremolekOle. Dies kann z. B. durch Northern-Blot- 
Analyse Oder mit Hilfe der so genannten quantitativen PGR nachgewiesen werden, 

10 In einer weiteren Ausfuhrungsform handelt es sich bel den erfindungsgemalien 
Pflanzenzellen und bei den erfindungsgemafien Pflanzen um transgene 
Pflanzenzellen bzw. transgene Pflanzen. 

In einer weiteren AusfQhrungsform betriffl die vorliegende Erfindung 
15 erfindungsgemafie Pflanzenzellen und erfindungsgemSlie Pflanzen, wobei das 
fremde NucleinsauremolekQI codierend ein OK1 Protein ausgewahit ist, aus der 
Gruppe bestehend aus 

a) NucleinsauremolekQIen, die ein Protein mit der unter SEQ ID NO 2 oder SEQ 
ID NO 4 angegebenen Aminosauresequenz codieren; 
20 b) Nucleinsauremolekulen. die ein Protein codieren, das die Aminosauresequenz 
umfasst, die von der Insertion in Plasmid A.t.-OK1-pGEM oder der Insertion in 
Piasmid pM150 codiert wird; 

c) Nucleinsauremolekulen, die ein Protein codieren, dessen Sequenz eine 
Identitat von mindestens 60% zu der unter SEQ ID NO 2 oder SEQ ID NO 4 

25 angegebenen Aminosauresequenz aufweisen; 

d) NucleinsauremolekQIen, die ein Protein codieren, dessen Sequenz eine 
Identitat von mindestens 60% zu der Aminosauresequenz aulvveist; die von der 
codierenden Region der Insertion in Plasmid A.t.-OKI-pGEM oder von der 
codierenden Region der Insertion in Plasmid pMISO codiert wird; 

30 e) Nucleinsauremolekulen, die die unter SEQ ID NO 1 oder SEQ ID NO 3 
dargestellte Nucfeotidsequenz oder eine komplementSre Sequenz umfassen; 
f) NucleinsauremolekQIen, die die Nucleotidsequenz der im Plasmid A.t.-OK1- 
pGEM Oder Plasmid pMI50 enthaltenen Insertion umfassen; 
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g) NucleinsauremoIekOlen, welche zu den unter a), b). e) oder f) beschrlebenen 
Nucleinsauresequenzen eine Identitat von mindestens 70% aufweisen; 

h) Nucleinsauremolekulen. welche mit mindestens einem Strang der unter a), b), 
,e) Oder f) beschriebenen NucleinsauremoIekOlen unter stringenten 

5 Bedingungen hybridisieren; 

i) Nucleinsauremolekulen, deren Nucleotidsequenz aufgrund der Degeneration 
des genetisches Codes von der Sequenz der unter a), b), e) oder f) genannten 
NuclelnsauremolekUle abweicht; und 

j) NucleinsauremoIekOlen, die Fragmente, allelische Varianten und/oder Derivate 
0 der unter a), b), c). d), e), 0, g), h) oder i) genannten NuclelnsauremolekOle 

darstellen. 



Die in SEQ ID NO 1 dargestellte Nuclelnsauresequenz ist eine cDNA Sequenz, die 
die codierende Region fOr ein OK1 Protein aus Arabidopsis thaliana und die in SEQ 
15 ID NO 3 dargestellte Nuclelnsauresequenz ist eine cDNA Sequenz, die die! 
codierende Region fOr ein OK1 Protein aus Oryza sativa umfasst. 

Das Plasmid A.t.-OK1-pGEM. enthaltend eine cDNA. die ein OK1 Protein aus 
Arabidopsis ttialiana codiert, wurde am 03.03.2004 unter der Nummer DSM16264 

20 und das Plasmid pMISO, enthaltend eine cDNA, die ein OKI Protein aus Oryza sativa 
codiert, wurde am 19.03.2004 unter der Nummer DSM16302 nach dem Budapester 
Vertrag hinterlegt bef der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg lb, 38124 Braunschweig, Deutschland. 
Die in SEQ ID NO 2 dargestellte Aminosauresequenz kann von der codierenden 

25 Region der in Plasmid A.t.-OK1 -pGEM integrierten cDNA Sequenz abgeleitet werclen 
und codiert fOr ein OKI Protein aus Arabidopsis thaliana. Die in SEQ ID NO 4 
dargestellte Aminosauresequenz kann von der codierenden Region der In Plasmid 
pMI50 integrierten cDNA Sequenz abgeleitet werden und codiert for ein OK1 Protein 
aus Oryza sativa. Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch 

30 NuclelnsauremolekOle, die ein Protein mit der enzymatischen Aktivitat eines OK1 
Proteins codieren, das die Aminosauresequenz umfasst, die von der Insertion in 
Plasmid A.t.-OK1-pGEM oder die von der Insertion in Plasmid pMI50 codiert wird. 
wobei das codierte Protein eine Identitat von mindestens 70% bevorzugt von 
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mindestens 80%, besonders bevorzugt von mindestens 90% und insbesondere 
bevorzugt von 95% zu der Aminosauresequenz, die von der Insertion in A.t.-OK1- 
pGEM Oder pMI50 abgeleitet werden kann, aufweist. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch NucIeinsauremolekDIe, die ein OK1 Protein 
5 codieren und die codierende Region der unter SEQ ID NO 1 oder SEQ ID NO 3 
dargestellten Nucleotidsequenzen oder zu diesen komplementare Sequenzen 
umfassen, Nucleinsaurennolekaie, die die codierende Region der Nucleotidsequenz 
der Im Plasmid A.t.-OK1-pGEM oder Plasmid pMI50 enthaltenen Insertion umfassen 
und Nucleinsauremolekule, die zu den genannten NucleinsSuremolekOlen eine 

10 Identitat von mindestens 70%, bevorzugt von mindestens 80%, besonders bevorzugt 
von mindestens 90% und insbesondere bevorzugt von mindestens 95% aufweisen. 
Mit Hilfe der Sequenzinformation erfindungsgemaiier Nucleinsauremolekule bzw. mit 
Hilfe eines erfindungsgemalien Nucleinsauremolekuls ist es dam Fachmann nun 
moglich, homologe Sequenzen aus anderen Pflanzenspezies, vorzugsweise aus 

15 Starke speichernden Pflanzen, bevorzugt aus Pflanzenspezies der Gattung Oryza, 
insbesondere Oryza sativa oder aus Arabidopsis thaliana zu isolieren. Dies kann 
beispielsweise mit Hilfe konventioneller Methoden, wie dem Durchmustem von cDNA 
Oder genomisclien Banken mit geeigneten Hybridisierungsproben erfolgen. Dem 
Fachmann ist bekannt, dass die Isolierung homologer Sequenzen auch mit Hilfe von 

20 (degenerierten) Oligonucleotiden und der Venwendung von PGR basierten Methoden 
erfolgen kann. 

Auch die Durchmustemng von Datenbanken wie sie z.B. von ElVIBL 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/index.htm) oder NCBI (National Center for Biotechnology 
Infonnation, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) zur VeriUgung gestellt werden, kann zur 

25 Identifizierung von homologen Sequenzen, die fQr OKI Protein codieren, dienen. 
Hierbei wird eine oder werden mehrere Sequenzen als so genannte Abfrage (= 
query) vorgegeben. Diese Abfragesequenz wird dann mittels statistlschen 
Computerprogrammen mit Sequenzen, die in den ausgewShlten Datenbanken 
enthalten sind, verglichen. Solche Datenbankabfragen (z.B. blast- oder fasta 

30 searches) sind dem Fachmann bekannt und konnen bei verschiedenen Anbietern 
durchgefuhrt werden. 

Wird eine solche Datenbankabfrage z.B. beim NCBI (National Center for 
Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) durchgefOhrt, so sollen die 
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Standardeinstellungen, die fur die jewellige Vergleichsanfrage vorgegeben sind, 
benutzt werden. Fur Protelnsequenzvergleiche (blastp) sind dieses folgende 
Einsteliungen: Limit entrez = nicht aktiviert; Filter = low compexity aktivlert; Expect 
value = 10; word size = 3; Matrix = BLOSUM62; Gap costs: Existence = 11, 
5 Extension = 1 . 

FOr Nucleinsauresequenzvergleich (blastn) sind folgende Parameter einzustellen: 
Limit entrez = nicht aktiviert; Filter = low compexity aktiviert; Expect value = 10; word 
size = 11. 

Bei einer solchen Datenbankrecherche kOnnen z.B. die In der vorliegenden Erfindung 
10 beschriebenen Sequenzen als Abfragesequenz (query) venwendet werden, um 
weitere NucleinsauremolekQIe und/oder Proteine zu identlfizieren. die ein OKI 
Protein codieren. 

Mit Hllfe der beschriebenen Methoden 1st es auch moglich, erfindungsgemaUe 
NucleinsauremolekQIe zu identifizieren und/oder zu isolieren, die mit der unter SEQ 
15 ID NO 1 Oder unter SEQ ID NO 3 angegebenen Sequenz hybridisieren und die ein 
OKI Protein codieren. 

Der Begriff "Hybridisiemng" bedeutet im Rahmen der vorliegenden Erfindung eine: 
Hybridisienjng unter konventionellen Hybridisierungsbedingungen, vorzugsweise 
unter stringenten Bedingungen, wie sie beispielsweise in Sambrock et al.. Molecular 
20 Cloning, A Laboratory Manual, 2. Aufl. (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press. 
Cold Spring Harbor, NY) beschrieben sind. Besonders bevorzugt bedeutet 
"Hybridisiemng" eine Hybridislerung unter den folgenden Bedingungen: 
Hybridisierungspuffer: 

2xSSC; lOxDenhardt-Losung (Fikoll 400+PEG+BSA; Vertialtnis 1:1:1); 0,1% SDS; 5 
25 mM EDTA; 50 mM Na2HP04; 250 MQ/ml Herlngssperma DNA; 50 pg/ml tRNA; oder 
25 M Natriumphoshphatpuffer pH 7,2; 1 mM EDTA; 7% SDS 
Hybridislerungstemperatur: 
T=65 bis 68°C 

WaschpuffenO.lxSSC; 0,1% SDS 
30 Waschtemperatur: T=65 bis eS'C. 



NucleinsauremolekQIe, die mit den erfindungsgemalien NucleinsauremolekQIen 
hybridisieren. konnen prinzipiell aus jeder beliebigen Pflanzenspezles stammen, die 
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ein entsprechendes Protein codiert. vorzugsweise stammen sie aus Starke 
speichernden Pflanzen, bevorzugt aus Spezies der (systematischen) Familie 
Poacea, insbesondere bevorzugt aus Spezies der Gattung Oryza. 
Nuc[einsauremolel<ule, die mit den erfindungsgemaUen IVIolel<ulen iiybridisieren. 

5 kennen z.B. aus genomischen Oder aus cDNA-Bibliotheken isoliert werden. Die 
Identifizierung und Isolierung derartiger NucieinsauremolekQIe kann dabei unter 
Venwendung der erfindungsgemalien NucieinsauremolekQIe oder Telle dieser 
Molekule bzw. der reversen Komplemente dieser MolekQIe erfolgen, z.B. mittels 
Hybridisierung nach Standaixlverfaliren (siehe z.B. Sambrook et al., 1989. Molecular 

10 Cloning. A Laboratory Manual, 2. Aufl. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, NY) oder durch Amplifikation mittels PCR. 

Als Hybridisiemngsprobe konnen z.B. NucieinsauremolekQIe venwendet werden, die 
exakt die oder im Wesentlichen die unter SEQ ID NO 1 oder SEQ ID NO 3 
angegebene Nucleotidsequenz oder Telle dieser Sequenzen aufweisen. Bei den als 

15 Hybridisierungsprobe venwendeten Fragmenten kann es sich auch urn synthetische 
Fragmente oder Oligonucleotide handein, die mit Hilfe der gangigen 
Synthesetechniken hergestellt wurden und deren Sequenz im wesentlichen mit der 
eines erfindungsgemaiien Nucleinsauremolekiils Qbereinstimmt. Hat man Gene 
identifiziert und isoliert, die mit den erfindungsgemaiien NucleinsSuresequenzen 

20 hybridisieren, sollte eine Bestimmung der Sequenz und eine Analyse der 
Eigenschaften der von dieser Sequenz codierten Proteine erfolgen, um festzustellen, 
ob es sich um ein OKI Protein handelt. Hierzu eignen sich insbesondere 
Homologievergleiche auf der Ebene der NucleinsSure- oder Aminosauresequenz 
sowie die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat. Die Aktivitat eines OK1 Proteins 

25 kann z.B. wie oben oder unter Allgemeinen Methoden Punkt 11 beschrieben, 
erfolgen. Eine bevorzugte Bindungsaffinltat zu P-Starke im Vergleich zu nicht- 
phosphorylierter-Starke, und Autophosphorylierung eines OKI Proteins konnen nach 
den oben bereits und unter Allgemeine Methoden Punkte 8 und 12 beschriebenen 
Methoden nachgewiesen werden. 

30 Die mit den erfindungsgemSlien NucleinsSuremolekQIen hybridislerenden MolekQIe 
umfassen insbesondere Fragmente, Derivate und allelische Varianten der 
erfindungsgemafien NucieinsauremolekQIe, die ein OK1 Protein aus Pflanzen, 
vorzugsweise aus Starke speichernden Pflanzen, bevorzugt aus Spezies der 
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(systematischen) Familie Poacea, insbesondere bevorzugt aus Spezies der Gattung 
Oryza codieren. Der Begriff ..Derivat" bedeutet im Zusammenhang mit der 
voriiegenden Erfindung, dass die Sequenzen dieser MolekOle sich von den 
Sequenzen der oben beschriebenen NucleinsauremolekQIe an einer Oder mehreren 
5 Positionen unterscheiden und einen hohen Grad an Identitat zu diesen Sequenzen 
aulweisen. Die Abweichungen zu den oben beschriebenen NucleinsauremolekQIen 
konnen dabei z.B. durch Deletion, Addition, Substitution, Insertion Oder 
Rekombinatlon entstanden sein. 

10 Der Begriff „ldentitat" bedeutet im Zusammenhang mit der voriiegenden Erfindung 
eine Sequenzidentitat Ober die gesamte Lange der codierenden Region von 
mindestens 60%, insbesondere eine Identitat von mindestens 80%. vorzugsweise 
Uber 80%, besonders bevorzugt Qber 90% und insbesondere von mindestens 95%. 
Unter dem Begriff „ldentitat" soli Im Zusammenhang mit der voriiegenden Erilndung 

15 die Anzahl der Qbereinstimmenden AminosSuren/Nucleotide (Identitat) mit anderen 
Proteinen/Nucleinsauren, ausgedruckt in Prozent verstanden warden. Bevorzugt wird 
die Identitat durch Vergleiche der SEQ ID NO 2 oder SEQ ID NO 4 fur Aminosauren 
Oder SEQ. ID NO 1 oder SEQ ID NO 3 fOr NucleinsSuren zu anderen 
Proteinen/Nucleinsauren mit Hilfe von Computerprogrammen ermittelt. Weisen 

20 Sequenzen, die miteinander verglichen werden, unterschledliche LSngen auf, ist die 
Identitat so zu ermittein, dass die Anzahl an Aminosauren, welche die kOizere 
Sequenz mit der langeren Sequenz gemeinsam hat, den prozentualen Anteil der 
Identitat bestimmt. Vorzugsweise wird die Identitat mittels des bekannten und der 
Offentlichkeit zur Verfiigung stehenden Computerprogramms ClustalW (Thompson et 

25 al.. Nucleic Acids Research 22 (1994). 4673-4680) ermittelt. ClustalW wird Offentich 
zur VerfOgung gestellt von Julie Thompson (Thompson@EMBL-Heidelberg.DE) und 
Toby Gibson (Gibson@EMBL-Heidelberg.DE), European Molecular Biology 
Laboratory, Meyerhofstrasse 1, D 69117 Heidelberg, Germany. ClustalW kann 
ebenfalls von verschiedenen Internetseiten, u.a. beim IGBMC (Institut de Genetique 

30 et de Biologie Mol§culaire et Cellulaire, B.P.163, 67404 lllkirch Cedex, France; 
ftp://flp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/) und beim EBI (ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/soflware/) sowie 
bel alien gespiegelten Internetseiten des EBI (European Bioinfonnatics Institute. 
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Wellcome Trust Genome Campus, Hinxton, Cambridge CB10 1SD, UK), 
heruntergeladen werden. 

Vorzugsweise wind das ClustalW Computerprogramm der Version 1.8 benutzt, urn 
die Identitat zwischen erfindungsgemaHen Proteinen und anderen Proteinen zu 

5 bestimmen. Dabel sind folgende Parameter einzustellen: KTUPLE=1, TOPDIAG=5, 
WIND0W=5. PAIRGAP=3, GAPOPEN=10, GAPEXTEND=0.05. GAPDIST=8. 
MAXD1V=40, MATRIX=GONNET, ENDGAPS(OFF), NOPGAP. NOHGAP. 
Vorzugsweise wird das ClustalW Computerprogramm der Version 1.8 benutzt. urn 
die Identitat zwischen z.B. der Nucleotidsequenz der erfindungsgemalien 

10 Nucleinsauremolel<Qle und der Nucleotidsequenz von anderen 
Nudelnsauremolekaien zu bestimmen. Dabel sind folgende Parameter einzustellen: 
KTUPLE=2, TOPDIAGS=4, PAIRGAP=5, DNAMATRIX:IUB, GAPOPEN=10, 
GAPEXT=5, MAXDIV=40, TRANSITIONS: unweighted. 

1 5 Identitat bedeutet ferner, dass funktionelle und/oder strukturelle Aquivalenz zwischen 
den betreffenden Nucleinsauremolekulen oder den durch sie codierten Proteinen, 
besteht. Bel den Nucleinsauremolekulen. die homoiog zu den oben beschriebenen 
Molekulen sind und Derivate dieser Molekuie darstellen. handelt es sich in der Regel 
um Variationen dieser MolekQIe, die Modifikationen darstellen, die dieselbe 

20 biologische Funktion ausQben. Es kann sich dabei sowohl um naturlicherweise 
auftretende Variationen handeln. beispielsweise um Sequenzen aus anderen 
Pflanzenspezies oder um Mutationen, wobei diese Mutationen auf natQriiche Weise 
aufgetreten sein kOnnen oder durch gezielte Mutagenese eingefuhrt wurden. Ferner 
kann es sich bel den Variationen um synthetisch hergestellte Sequenzen handeln. 

25 Bel den allelischen Varianten kann es sich sowohl um natOriich auftretende Varianten 
handeln, als auch um synthetisch hergestellte oder durch rekombinante DNA- 
Techniken erzeugte Varianten. Eine spezielle Form von Derivaten stellen z.B. 
NucleinsauremolekQIe dar. die auf Gmnd der Degeneration des genetischen Codes 
von erfindungsgemalien Nucleinsauremolekulen abweichen. 



30 



Die von den verschiedenen Derivaten der erfindungsgemaHen NucleinsauremolekQIe 
codierten Proteine weisen bestimmte gemeinsame Charakteristika auf. Dazu kSnnen 
Z.B. biologische Aktivitat. Substratspezlfitat. Molekulargewicht. immunologische 
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Reaktivitat, Konformatlon etc. gehSren. sowie physikalische Eigenschaften wie z.B. 
das Laufverhalten in Gelelektrophoresen, chromatographisches Verhalten, 
Sedimentationskoeffizienten, Loslichkelt, spektroskopische Eigenschaften. Stabilitat; 
pH-Optimum, Temperatur-Optimum etc.. Bevorzugte Eigenschaften eines OKI 
Proteins wurden oben bereits im Detail erortert und sind hier entsprechend 
anzuwenden. 



Die erfindungsgemaiSen Nucleins§urennolekQle kdnnen belieblge 
NudeinsauremolekQIe sein, insbesondere DNA- Oder RNA-IVIolekQIe, belspielswelse 
10 cDNA. genomlsche DNA. mRNA etc. Sle kGnnen natOriich vorkommende MolekUle 
sein. Oder durch gentechnische oder chemische Syntheseverfahren hergestellte 
MolekQIe. Sie konnen einzelstrSngige IVIolekOle sein, die entweder den codierenden 
Oder den nicht codierenden Strang enthalten, Oder doppelstrSngige IVIolekQIe. 

15 In einer weiteren AusfDhrungsform betrifft die vorliegende Erllndung 
erfindungsgemaSe Pflanzenzellen und erfindungsgemalie Pflanzen. wobei das 
frenride Nucleinsauremolekul codierend ein R1 Protein ausgewahit ist. aus der 
Gruppe bestehend aus 

a) Nucleinsauremolekulen, die ein Protein mit der unter SEQ ID NO 7, SEQ ID NO 

9, SEQ ID NO 11, SEQ ID NO 13, SEQ ID NO 15 oder SEQ ID NO 17 
angegebenen Aminosauresequenz codieren, 

b) NucleinsauremoiekQIen, die die unter SEQ ID NO 6, SEQ ID NO 8, SEQ ID NO 

10. SEQ ID NO 12. SEQ ID NO 14 oder SEQ ID NO 16 dargestellte 
Nucleotidsequenz oder eine komplementare Sequenz umfassen; 

25 c) NucleinsauremoiekQIen, deren Nucleotidsequenz aufgrund der Degeneration 
des genetlsches Codes von der Sequenz der unter a) oder b) genannten 
NudeinsauremolekQIe abweicht; 
d) NudeinsauremolekQIen, welche zu den unter a) oder b) beschriebenen 
Nudeinsauresequenzen eine Identitat von mindestens 70% aufweisen und 
30 e) NucleinsauremoiekQIen. welche mit mindestens einem Strang der unter a) 
Oder b) beschriebenen NudeinsauremolekQIen unter stringenten Bedingungen 
hybridlsieren. 



20 
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In einer weiteren AusfUhrungsform betrifft die vorliegende Erflndung 
erfindungsgemalie Pflanzenzellen und erfindungsgemaiie Pflanzen, wobel das 
fremde Nucleinsauremolekul ausgewahit ist, aus der Gruppe bestehend aus 

a) T-DNA MolekQIen, die durch Integration in das pflanzliche Genom zu einer 
5 Erhohung der Expression eines OK1 Gens und/oder eines R1 Gens fiihren (T- 

DNA activation tagging); 

b) DNA MolekQIen, die Transposons entiialten. die durcii Integration in das 
pflanzliche Genom zu einer ErIiShung der Expression eines OK1 Gens 
und/oder eines R1 Gens fQhren (Transposon activation tagging); 

10 c) DNA IVIolekQIen, die ein OK1 Protein und/oder ein R1 Protein codleren und mit 
regulatorischen Sequenzen verknupft sind, die die Transkription in pflanzlichen 
Zellen gewahrleisten und zu einer Erhohung einer OK1 Protein und/oder R1 
Protein Aktivitat in der Zelle fQhren. 

d) Mittels in wVo-Mutagenese eingefQhrte NucleinsauremoIekQIe, die zu einer 
15 Mutation oder einer Insertion einer heterologen Sequenz in mindestens einem 

endogenen OKI Protein codierenden Gen fQhren, wobei die Mutation oder 
Insertion eine Erhohung der Expression eines OKI Protein codierenden Gens 
bewirkt, 

e) Mittels in wVo-Mutagenese eingefuhrte NucleinsauremoIekQIe, die zu einer 
20 Mutation oder einer Insertion einer heterologen Sequenz in mindestens einem 

endogenen R1 Protein codierenden Gen fQhren, wobei die Mutation oder 
Insertion eine ErhOhung der Expression eines R1 Protein codierenden Gens 
bewlrkt. 

25 Im Zusammenhang mit der voriiegenden Erfindung kSnnen erTindungsgemafie 
Pflanzenzellen und erfindungsgemalie Pflanzen auch durch die Venwendung der so 
genannten Insertionsmutagenese (Obersichtsartikel: Thomeycroft et al., 2001, 
Joumal of experimental Botany 52 (361). 1593-1601) hergestellt werden. Unter 
Insertionsmutagenese ist im Zusammenhang mit der voriiegenden Erfindung 

30 insbesondere das Inserieren von Transposons oder so genannter Transfer DNA (T- 
DNA) in ein Gen oder in die Nahe eines Gens, codlerend ein OKI Protein und/oder 
ein codlerend ein R1 Protein zu verstehen, wobei dadurch die Aktivitat eines OKI 
Proteins und/oder eines R1 Proteins in der betreffenden Zelle erhoht wird. 
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Bel den Transposons kann es sich dabei sowohl urn solche handein, die in der Zeile 
natOrlichenveise vorkommen (endogene Transposons). als auch urn solche, die 
natQriicherwelse nicht In besagter Zelle vorkommen. sondem mittels gentechnischer 
5 Methoden, wie z.B. Transformation der Zelle, in die Zelle eIngefQhrt wurden 
(heterologe Transposons). Die Veranderung der Expression von Genen mittels 
Transposons 1st dem Fachmann bekannt. Eine Oberslcht Qber die Nutzung von 
endogenen und heterologen Transposons als Werkzeuge in der 
Pflanzenblotechnologole ist In Ramachandran und Sundaresan (2001. Plant 
1 0 Physiology and Biochemistry 39, 234-252) dargestellt. 

Die T-DNA Insertionsmutagenese beruht darauf. dass bestlmmte Abschnitte (T-DNA) 
von Ti-Plasmiden aus Agrobacterium In das Genom von pflanzlichen Zellen 
Integrieren k5nnen. Der Ort der Integration in das pflanzllche Chromosom ist dabei 
15 nicht festgelegt, sondem kann an jeder belleblgen Stelle erfolgen. Integriert die T- 
DNA In einen Abschnitt oder In die Nahe eines Abschnittes des Chromosoms. der 
eIne Genfunktion darstellt. so kann dieses zur Erhdhung der Genexpresslon' und 
damit auch zur Andemng der Aktivitat eines durch das betreffende Gen codlerten 
Proteins fOhren. 

20 Die in das Genom inserlerten Sequenzen (insbesondere Transposons oder T-DNA) 
zeichnen sich dabei dadurch aus. dass sie Sequenzen enthaiten. die zu einer 
Aktivierung von regulatorischen Sequenzen eines OKI Gens fuhren ("activation 
tagging"). 

25 Erfindungsgemaiie Pflanzenzellen und Pflanzen kSnnen mit Hilfe der Methode des 
so genannten "activation taggings" (siehe z. B. Walden et al., Plant J. (1991). 281- 
288; Walden et al.. Plant Mol. Biol. 26 (1994). 1621-1528) eizeugt werden. Diese 
Methode bemht auf der Aktivierung endogener Promotoren durch "enhancer- 
Sequenzen. wie z.B. dem Enhancer des 35S RNA-Promoters des 

30 Blumenkohlmosalkvlrus oder dem Octopinsynthase-Enhancers. 



Unter dem Begriff ,.T-DNA activation tagging" soil im Zusammenhang mIt der 
vorliegenden Erfindung ein T-DNA Fragment verstanden werden. das "enhancer"- 



-34- 



BCS 04-5012 



Sequenzen enthSIt und durch Integration in das Genom einer Pflanzenzelle zu der 
Erhohung der Al^tivitat mindestens eines OK1 Proteins und/oder mindestens eines 
R1 Proteins fQhrt. 

Unter dem Begriff ..Transposon activation tagging" soli im Zusammenhang mit der 
voriiegenden Erfindung sin Transposon verstanden werden, das "enhancer"- 
Sequenzen enthSIt und durch Integration in das Genom einer Pflanzenzelle zu der 
Erhohung der AktivitSt mindestens eines OK1 Proteins und/oder mindestens eines 
R1 Proteins fQhrt. 



10 



In einer weiteren AusfQhrungsfomi sind die erfindungsgemSlien DNA Molekule. die 
ein OK1 Protein und/oder ein R1 Protein codieren, mit regulatorischen Sequenzen 
verkniipft. die die Transkription in pflanzlichen Zellen initllieren (Promotoren) und zu 
einer Erh5hung einer OK1 Protein und/oder R1 Protein Aktivitat in der Zelle fQhren. 
15 Die erfindungsgemaiien NucleinsauremolekQIe liegen dabei zu den regulatorischen 
Sequenzen in ..sense'-Orientiemng vor. 

Zur Expression von erfindungsgemaden NucleinsauremolekQIen. die ein OK1 Protein 
und/oder R1 Protein codieren, werden diese vorzugsweise mit regulatorischen DNA- 
20 Sequenzen verknupft. die die Transkription in pflanzlichen Zellen gewahrleisten. 
Hierzu zahlen insbesondere Promotoren. Generell kommt fur die Expression jeder in 
pflanzlichen Zellen aktive Promoter in Frage. 

Der Promoter kann dabel so gewahit sein, dass die Expression konstitutiv erfolgt 
Oder nur in einem bestimmten Gewebe, zu einem bestimmten Zeitpunkt der 
25 Pflanzenenlwickiung oder zu einem durch auliere EinflUsse detenninierten Zeitpunkt. 
Sowohl in Bezug auf die Pflanze als auch in Bezug auf das NudeinsauremolekUl 
kann der Promoter homolog oder heterolog sein. 

Geeignete Promotoren sind z.B. der Promoter der 35S RNA des Cauliflower Mosaic 
Virus und der Ubiquitin-Promotor aus Mais fQr eine konstitutive Expression, der 
30 Patatingen-Promotor B33 (Rocha-Sosa et a!.. EMBO J. 8 (1989). 23-29) fOr eine 
knollenspezifische Expression in Kartoffein oder ein Promoter, der eine Expression 
lediglich in photosynthetisch aktiven Geweben sicherstellt. z.B. der ST-LS1 -Promoter 
(Stockhaus et al.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987), 7943-7947; Stockhaus et al.. 
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EMBO J. 8 (1989), 2445-2451) oderfQr eine endosperm-spezifische Expression der 
HMG-Promotor aus Weizen, der USP-Promotor, der Phaseolinpromotor, Promotoren 
von Zein-Genen aus Mais (Pedersen et al., Cell 29 (1982), 1015-1026; Quatroccio et 
al.. Plant Mol. Biol. 15 (1990), 81-93), Glutelln-Promotor (Leisy et al., Plant Mol. Biol. 
5 14 (1990), 41-50; Zheng et al.. Plant J. 4 (1993), 357-366; Yoshihara et al.. FEBS 
Lett. 383 (1996), 213-218) oder Shrunken-1 Promotor (Werret al., EMBO J. 4 (1985), 
1373-1380). Es konnen jedoch auch Pronnotoren verwendet werden, die nur zu 
einem durch Sudere Einfliisse determinierten Zeltpunkt aktiviert werden (siehe 
beisplelsweise WO 9307279). Von besonderem Interesse konnen hierbei 
10 Promotoren von heat-shock Proteinen sein, die eine einfache Induktion eriauben. 
Ferner kOnnen samenspeziflsche Promotoren verwendet werden, wie z.B. der USP- 
Promoter aus Vicia faba, der eine samenspeziflsche Expression in Vicia faba und 
anderen Pflanzen gewShrleistet (Fiedler et al., Plant Mol. Biol. 22 (1993), 669-679; 
BSumlein et al., Mol. Gen. Genet. 225 (1991), 459-467). 

15 

Ferner kann eine Terminationssequenz (Polyandenyllerungssignal) vorhanden sein, 
die der Addition eines Poly-A-Schwanzes an das Transkript dient. Dem Poly-A- 
Schwanz wird eine Funktion bei der Stabilisierung der Transkripte beigemessen. 
Derartige Elemente sind in der Literatur beschrieben (vgl. Gieien et al., EMBO J. 8 
20 (1 989), 23-29) und sind beliebig austauschbar. 

Es kdnnen auch Intronsequenzen zwischen dem Promotor und der codierenden 
Region vorhanden sein. Solche Intronsequenzen kdnnen zur Stabiiitat der 
Expression und zu einer erhohten Expression in Pflanzen fOhren (Callis et al., 1987, 

25 Genes Devel. 1, 1183-1200; Luehrsen. and Walbot, 1991, Mol, Gen. Genet. 225, BI- 
OS; Rethmeler, et al., 1997; Plant Joumal. 12(4):895-899; Rose and Beliakoff, 2000, 
Plant Physiol. 122 (2), 535-542; Vasil et al., 1989, Plant Physiol. 91, 1575-1579; XU 
et al., 2003, Science in China Series C Vol.46 No.6, 561-569). Geeignete 
Intronsequenzen sind belspielsweise das erste Intron des shI-Gens aus Mais, das 

30 erste Intron des Poly-Ubiquitin Gens 1 aus Mais, das erste Intron des EPSPS Gens 
aus Reis oder eines der beiden ersten Introns des PAT1 Gens aus Arabidopsis. 
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Weiterhin konnen erfindungsgemaiie Pflanzenzellen und erfindungsgemaiie 
Pflanzen mittels der so genannten "in s/Yt/-Aktivierung", hergestellt werden. Die 
eingefQhrte genetische Modifikation bewirkt dabei eine Veranderung der 
regulatorischen Sequenzen endogener OK1 Gene und/oder R1 Gene, was zu einer 
5 verstarkten Expression von OK1 Genen und/oder R1 Genen fuhrt. Bevorzugt 
geschieht die Aktivierung eines OK1 Gens und/oder eines R1 Gens durch Jn vivo" 
Mutagenese eines Promotors oder von „enhanoer"-Sequenzen eines endogenen 
OK1 Gens und/oder eines R1 Gens. Dabei kann z.B. ein Promotor oder eine 
„enhancer"-Sequenz durch Mutagenese derart verdndert werden, dass die erzeugte 

10 IVlutation in erflndungsgemaiien Pflanzenzellen oder erfindungsgemalien Pflanzen 
zu einer erhOhten Expression eines OK1 Gens und/oder R1 Gens fOhrt im Vergleich 
zur Expression eines OKI Gens und/oder eines R1 Gens in Wildtyp-Pflanzenzellen 
bzw. Wlldtyp-Pflanzen. Die Mutation in einem Promotor oder einer ..enhancer"- 
Sequenz kann auch dazu fQliren, dass OKI Gene und/oder R1 Gene in 

15 erfindungsgemalien Pflanzenzellen oder erfindungsgemalien Pflanzen zu einem 
Zeitpunkt exprimiert werden, zu welchem sie in Wildtyp-I^anzenzellen bzw. Wildtyp- 
Pflanzen nicht exprimiert werden. 

Unter dem Begriff „OK1 Gen" soli im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung 
20 ein NucleinsauremolekQI (cDNA, DNA) verstanden werden, das ein OKI Protein, 
vorzugsweise ein OKI Protein aus Starke speichernden Pflanzen besonders 
bevorzugt, aus Ambidopsis thaliana, insbesondere bevorzugt aus Reis, codiert. 

Unter dem Begriff „R1 Gen" soli im Zusammenhang mIt der vorliegenden Erfindung 
25 ein NucleinsauremolekQI (cDNA, DNA) verstanden werden, das ein R1 Protein, 
vorzugsweise ein R1 Protein aus Starke speichernden Pflanzen besonders 
bevorzugt, aus Arabidopsis thaliana, insbesondere bevorzugt aus Reis, codiert. 

Bel der so genannten "in wVo-Mutagenese" wird durch Transfonmation von 
30 Pflanzenzellen ein hybrides RNA-DNA-OligonucleotId ("Chimeroplast") in 
Pflanzenzellen eingefQhrt (Kipp, P.B. et al., Poster Session beim " 5th International 
Congress of Plant Molecular Biology, 21.-27. September 1997, Singapore; R. A. 
Dixon und C.J. Arntzen, Meeting report zu "Metabolic Engineering in Transgenic 



15 
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Plants", Keystone Symposia, Copper Mountain, CO, USA, TIBTECH 15, (1997), 441- 
447; internationale Patentanmeldung WO 9515972; Kren et al., Hepatology 25, 
(1997), 1462-1468; Cole-Strauss et a!.. Science 273, (1996), 1386-1389; Beetham et 
al., 1999, PNAS 96, 8774-8778). 
6 Ein Teil der DNA-Komponente des RNA-DNA-Oligonucleotids ist homolog zu einer 
Nucleinsauresequenz eines endogenen OK1 Gens und/oder R1 Gens, welst jedoch 
im Vergleich zur Nucleinsauresequenz eines endogenen OKI Gens und/oder R1 
Gens eine Mutation auf Oder enthalt eine heterologe Region, die von den homologen 
Regionen umschlossen ist. 
10 Durch Basenpaarung der homologen Regionen des RNA-DNA-Ollgonucleotids und 
des endogenen NuklelnsauremolekQIs. gefolgt von homologer Rekomblnatlon. kann 
die in der DNA-Komponente des RNA-DNA-Oligonucleotlds enthaltene Mutation oder 
heterologe Region in das Genom einer Pflanzenzelle ubertragen werden. Dies fQhrt 
zu einer Erhohung der Aktlvltat eines oder mehrerer OKI Protelne. 



Alle diese Methoden beruhen auf der Einfuhrung eines fremden 
Nuclelnsauremolektils In das Genom einer Pflanzenzelle oder Pflanze und sind 
daher grundsatzlich zu Herstellung erfindungsgemalier Pflanzenzellen und 
erfindungsgemalier Pflanzen geeignet. 

Es wurde uberraschendenvelse gefunden, dass erfindungsgemaUe Pflanzenzellen 
und erfindungsgemalie Pflanzen eine modiflzierte Starke synthetisieren im Vergleich 
zu Starke von entsprechenden nicht genetisch modifizlerten Wildtyp-Pflanzenzellen 
bzw. Wildtyp-Pflanzen. 

Die erfindungsgemaiien Pflanzenzellen und erfindungsgemaiSen Pflanzen 
synthetisieren eine modiflzierte Starke, die in ihren physikalisch-chemischen 
Eigenschaften. insbesondere dem Gehalt an Starkephosphat und/oder der 
Phosphatverteilung im Vergleich zu in Wildtyp-Pflanzenzellen bzw. Wildtyp-Pflanzen 
synthetisierter Starke verandert Ist, so dass diese fiir spezielle Venvendungszwecke 
besser geeignet ist. 
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Da bisher kelne Enzyme beschrieben sind. die ausschlielilich P-St§rke 
phosphorylieren, war as bisher auch nicht mSglich. den Gehalt an Starkehosphat von 
bereits phosphorylierter-Starke in Pflanzen uber ein gewlsses Mali hinaus zu 
steigern. Diese ist nun durch Venwendung eines Enzyms mit der Funktion eines OK1 

5 Proteins oder durch die Bereitstellung eines Nucleinsauremolekuls. das ein OK1 
Protein codiert, zur genetischen Modifikation von Pflanzen moglich. 
Auch die Phosphatverteilung in von Pflanzen synthetisierter Starke war aus Mangel 
an zur VerfUgung stehenden Mittein bisher nicht moglich. Auch eine Veranderung 
des Phosphatverhaitnisses In natlven Starken ist nun durch die Bereitstellung von 

10 Enzymen mit der Funktion von OK1 Protelnen und der Bereitstellung von 
NucleinsauremolekQIen, die ein OK1 Protein codieren, durch die vorliegende 
Erfindung mbglich. 

Daher umfasst die vorliegende Erfindung auch erflndungsgemalie Pflanzenzellen 
15 und erfindungsgemaBe Pflanzen, die eine modlflzlerte Starke synthetisieren, Im 
Vergleich zu entsprechenden nicht genetlsch modlflzierten Wlldtyp-Pflanzenzellen 
bzw. Wildtyp-Pflanzen. 

Der Begriff ..modifizierte Starke" bedeutet in Zusammenhang mit der vorliegenden 
20 Erfindung, dass die Starke veranderte physiko-chemische Eigenschaften gegenuber 
nicht modifizierter Starke, erhaitlich aus entsprechenden Wildtyp-Pflanzenzellen bzw. 
Wildtyp-Pflanzen aufwelst. 

In einer welteren AusfQhrungsfomn der vorliegenden Erfindung synthetisieren 
25 erfindungsgemaiie Pflanzenzellen oder erfindungsgemalie Pflanzen eine Starke, die 
einen erhShten Gehalt an Starkephosphat und/oder eine veranderte 
Phosphatverteilung Im Vergleich zu Starke, isoliert aus entsprechenden Wildtyp- 
Pflanzenzellen bzw. Wildtyp-Pflanzen aufwelst. 

30 Unter dem Begriff ..Phosphatverteilung" soil im Zusammenhang mit der vorliegenden 
Erfindung der Anteil des in C-2-Position. C-3-Position oder C-6-Position eines 
Glucosemolekules gebundenen Starkephosphates bezogen auf den Gesamtgehalt 
an Starkephosphat von Starke verstanden werden. 
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In einer weiteren AusfQhrungsfomi der vorliegenden Erfindung synthetlsieren 
erfindungsgemSBe Pflanzenzellen Oder erfindungsgemade Pflanzen sine Starke die 
ein verandertes VerhSltnls von C.3-Phosphat zu CS-Phosphat aufweist im Vergleich 
zu Starke aus nicht genetisch modifizierten Wlldtyp-Pflanzen. Bevorzugt sind dabei 
Starken. welche einen erhohten Antell von In C-3-Position gebundenem 
Starkephosphat gegenQber von in C-6-Position gebundenem Starkephosphat 
aufweisen im Vergleich zu Starken aus nicht genetisch modffizlerten Wlldtyp- 
Pflanzenzellen bzw. nicht genetisch modifizierten Wlldtyp-Pflanzen. 

Unter dem Begrlff ..VerhSItnls von C-3.Phosphat zu CB-Phosphat" soli Im 
Zusammenhang mit der vorilegenden Erfindung der Antell an Starkephosphat 
verstanden werden. zu welchem das jewells In C-3-Posltlon bzw. C-6-Position 
gebundene Starkephosphat einer Starke zu der Summe aus dem In C-3-Posltlon und 
in C-6-Positlon gebundenem Starkephosphat (C-3-Posltlon + C-6-Position) der 
betreffenden Starke beltragt. 



Zur Bestlmmung der Menge an Starkephosphat sind verschledene Methoden 
beschrleben. Bevorzugt kann die bei Ritte et al. (2000. Starch/Starke 52, 179-185) 
20 beschrlebene Methode zur Bestimmung der Menge von Starkephosphat verwendet 
werden Besonders bevorzugt wird die Bestimmung der Menge an Starkephosphat 
mittels P-NMR nach der bei Kasemusuwan und Jane (1996. Cereal Chemistry 73. 
702-707) beschriebenen Methode durchgefQhrt. 

25 Femer sind Gegenstand der Erfindung genetisch modlfizlerte Pflanzen die 
erfindungsgemane Pflanzenzellen enthalten. Derartlge Pflanzen kOnnen durch 
Regeneration aus erfindungsgemaUen Pflanzenzellen erzeugt werden. 

Bel den erfindungsgemalien Pflanzen kann es sich prinzlpiell um Pflanzen jeder 
30 beliebigen Pflanzenspezies handeln. d.h. sowohl um monokotyle als auch dikotyle 
Pflanzen. Bevorzugt handelt es sIch um Nutzpflanzen. d.h. Pflanzen. die vom 
Menschen kultlvlert werden fQr Zwecke der Emahrung oder fOr technische 
Insbesondere Industrfelle Zwecke. 



-40- 



BCS 04-5012 



5 



10 



15 



in einer weiteren Ausfiihrungsform ist die erfindungsgemafle Pflanze. eine 
starkespeichernde Pflanze. 

Der Begrlff "Starke speichernde Pflanzen" meint im Zusammenhang mit der 
vorliegenden Erfindung alle Pflanzen mit Pflanzenteilen. die eine SpeicherstSrke 
enthalten. wie z.B. Mais. Reis. Weizen. Roggen. Hafer. Gerste. Maniok. Kartoffel. 
Sago, IVIungbohne, Erbse, oder Sorghum. 

Der Begriff ..Karloffelpflanze" oder ..Kartoffel" meint im Zusammenhang mit der 
vorliegenden Erfindung Pflanzenspezles der Gattung Solanum, besonders Knollen 
produzierende Spezies der Gattung Solanum und insbesondere Solanum tuberosum. 

Der Begriff ..Weizenpflanze" meint im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung 
Pflanzenspezles der Gattung Triticum oder Pflanzen. die aus Kreuzungen m.t 
Pflanzen der Gattung TriUcum hervorgegangen sind. besonders In der 
Agranwirtschaft zu kommerziellen Zwecken angebaute Pflanzenspezles der Gattung 
Triticum bzw. Pflanzen. die aus Kreuzungen mit Pflanzen der Gattung Triticum 
hervorgegangen sind, insbesondere bevorzugt Triticum aestivum. 

Der Begriff ..Maispflanze" meint Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung 
Pflanzenspezles der Gattung Zea. besonders in der Agranvirtschaft zu 
kommerziellen Zwecken angebaute Pflanzenspezles der Gattung Zea. besonders 
bevorzugt Zea mais. 

In einer weiteren AusfQhrungsfomn betrifft die voriiegende Erfindung 
erfindungsgemaiie starkespeichemde Pflanzen der (systematischen) Familie 
Poaceae. Bevorzugt handelt es sich dabel urn Mais- oder Weizenpflanzen. 

30 Die voriiegende Erfindung betriflt auch Vermehrungsmaterlal erfindungsgemSfter 
Pflanzen, enthaltend eine erfindungsgemaRe Pflanzenzelle. 



20 
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Der Begriff „Vermehmngsmaterial" umfasst dabei jene Bestandteile der Pflanze, die 
geeignet sind zur Erzeugung von Nachkommen auf vegetativem oder sexuellem 
Weg. Fur die vegetative Vermelirung eignen sich beisplelsweise Stecklinge, 
Calluskulturen, Rhizome oder Knollen. Anderes Vermehrungsmaterial umfasst 
5 beispielsweise Fruchte, Samen, Samlinge, Protoplasten. Zellkulturen, etc. 
Vorzugsweise handelt es sich bei dem Vermehrungsmaterial urn Knollen und 
besonders bevorzugt um endospemnhaltige K5rner. 

In einer weiteren AusfQhrungsform betrlfft die vorliegende Erfindung emtebare 
10 Pflanzentelle erfindungsgemtlier Pflanzen, wie FrOchte. Speichenvurzein, Wurzein, 
BIQten, Knospen. Sprosse oder Stamme, vorzugsweise Samen, Komer oder Knollen, 
wobei diese emtebaren Telle erfindungsgem§lie Pflanzenzellen enthalten. 

Weiterhin betrlfft die vorliegende Erfindung auch ein Verfahren zur Herstellung einer 
15 erfindungsgemaiien genetisch modlflzlerten Pflanze, worin 

a) eine Pflanzenzelle genetlsch modlfizlert wird, wobei die genetische Modifikation 
zur Erhohung der enzymatlschen Aktivltat eines OK1 Proteins und eines R1 
Proteins im Vergleich zu entsprechenden nicht genetlsch modifizierten Wildtyp- 
Pflanzenzellen fOhrt; 
20 b) aus Pflanzenzellen von Schritt a) eine Pflanze regeneriert wird; 

c) und gegebenenfalls weitere Pflanzen mit Hilfe der Pflanzen nach Schritt b) 
erzeugt werden. 

Fiir die laut Schritt a) in die Pflanzenzelle eingefuhrte genetische Modifikation gilt. 
25 dass es sich grundsStzllch um jede Art von Modifikation handein kann, die zur 
ErhShung der Aktivltat eines OKI Proteins und eines R1 Proteins fQhrt. Die 
Regeneration der Pflanzen gemaii Schritt (b) kann nach dem Fachmann bekannten 
Methoden erfolgen (z.B. beschrieben In ..Plant Cell Culture Protocols", 1999, edt. by 
R.D. Hall, Humana Press, ISBN 0-89603-549-2). 



30 



Die Erzeugung welterer Pflanzen gemaH Schritt (c) des erfindungsgemaBen 
Verfahrens zur Herstellung einer erfindungsgemaBen genetlsch modifizierten Pflanze 
kann z.B. erfolgen durch vegetative Vermehrung (beispielsweise iiber Stecklinge, 
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Knollen oder Qber Calluskultur und Regeneration ganzer Pflanzen) oder durch 
sexuelle Vermehaing. Die sexuelle Vemiehmng findet dabei vorzugsweise 
kontrolliert statt, d.h. es werden ausgewahlte Pflanzen mit bestimmten Eigenschaflen 
miteinander gekreuzt und vermehrt. Die Auswahl erfolgt dabei bevorzugt in der 
5 Weise, dass die weiteren Pflanzen, die nach Schritt c) erzeugt werden. die in Schritt 
a) eingefQhrte Modifikation aufweisen. 

Die genetlschen Modifikatlonen zur Erzeugung der erfindungsgemaiien 
Pflanzenzellen konnen gleichzeitig oder in aufeinander folgenden Schritten erfolgen. 

10 Die genetische Modifikation kann dabei jede genetlsche Modifikation sein, die zur 
Erhohung der Aktivitat mindestens eines OK1 Proteins und/oder mindestens eines 
R1 Proteins fUhren. Es kann sowohl von Wildtyp-Pflanzen bzw. Wildtyp- 
Pflanzenzellen ausgegangen werden. In denen noch keine vorherige genetische 
Modifikation zur Verrlngerung der Aktivitat mindestens eines OK1 Proteins oder 

15 mindestens eines R1 Proteins erfolgt ist. oder von bereits genetisch modifizierten 
Pflanzenzellen bzw. Pflanzen, in denen bereits durch eine genetische Modifikation 
die Aktivitat mindestens eines OKI Proteins oder mindestens eines R1 Proteins 
erhoht ist. Es ist unerheblich, ob fur die genetische Modifikation, die zu einer 
erhohten Aktivitat eines OK1 Proteins fOhrt, die gleiche Methode venwendet wird wie 

20 fur die genetische Modifikation, die zu einer erhShten Aktivitat eines R1 Proteins 
fuhrt, solange beide genetische Modifikatlonen zusammen zu einer erhohten Aktivitat 
eines OKI Proteins und eines R1 Proteins in derseiben Pflanzenzelle fQhren. 

In einer weiteren AusfQhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens zur 
25 Herstellung einer erfindungsgemaBen genetisch modifizierten Pflanze besteht die 
genetische Modifikation in der EinfOhrung mindestens eines fremden 
NucleinsauremolekQIs in das Genom der Pflanzenzelle. wobei das Vorhandensein 
Oder die Expression des/der fremden NucleinsauremolekQIs/NukleinsauremolekQIe 
zu einer erhShten Aktivitat eines OK1 Proteins und eines R1 Proteins in der Zelle 
30 fQhrt/fQhren. 



In einer weiteren AusfQhmngsfomri des erfindungsgemaHen Verfahrens zur 
Herstellung einer erfindungsgemaiien genetisch modifizierten Pflanze besteht die 
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genetlsche Modifikation in der Einfahrung von mindestens einem fremden 
NucleinsauremolekQI In das Genom der Pflanzenzelle, wobei das/die fremde/fremden 
NucleinsauremolekQI/Nukleinsauremolekule ein OK1 Protein und/oder ein R1 Protein 
codierende Sequenzen enthalten. 

5 

Wis oben bereits fur zur genetischen Modifikation in die Pflanzezelle oder Pflanze 
eingebrachten frennden NukleinsauremolekQIen beschrieben, kann es sich in Schritt 
a) des erfindungsgemalien Verfahrens zur Herstellung elner erfindungsgemaften 
genetisch modifizierten Pflanze urn ein einzelnes Nucleins3uremoiekQI oder um 
10 mehrere NucleinsauremolekQIe liandeln. Die oben gemachten AusfQhrungen sind fiir 
das flier beschriebene erfindungsgemaiie Verfahren entsprechend anzuwenden. 

In einer welteren Ausfuhrungsform des erfindungsgemSlien Verfahrens zur 
Herstellung elner erfindungsgemaiien genetisch modifizierten Pflanze besteht die 
15 genetlsche Modifikation in Schritt a) des Verfahrens In der Einfiihrung eines fremden 
NuclelnsauremolekQIs, weches mindestens eine ein R1 Protein codierende Sequenz 
und mindestens eine ein OK1 Protein codierende Sequenzen enthalt. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform des erfindungsgemafSen Verfahrens zur 
20 Herstellung einer erfindungsgemafien genetisch modifizierten Pflanze besteht die 
genetlsche Modifikation in Schritt a) des Verfahrens in der EInfQhaing mehrerer 
fremder NucleinsauremolekQIe, wobei mindestens ein erstes NucleinsauremolekQI 
eine ein R1 Protein codierende Sequenz enthalt und mindestens ein zweites 
NucleinsauremolekQI eine ein OKI Protein codierende Sequenzen enthalt. 

25 

Weiterhln konnen zur EInfQhrung eInes fremden NuklelnsSuremolekQIs bei der 
DurchfQhrung erfindungsgemaiier Verfahren anstelle elner Wlldtyp-Pflanzenzelle 
bzw. Wildtyp-Pflanze, eine Mutantenzelle bzw. eine Mutante, die sIch dadurch 
auszelchnet, dass sie bereits eine erti6hte Aktlvltat eInes OKI Proteins oder eine 
30 erhOhte Aktlvltat eInes R1 Proteins aufweiset, verwendet werden. Die welter oben 
gemachten Angaben zur Venwendung von Mutanten fur die Herstellung 
erfindungsgemaiier Pflanzenzellen oder Pflanzen. sind hier entsprechend 
anzuwenden. 
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In einer weiteren AusfQhmngsform des erfindungsgemQIien Verfahrens zur 
Herstellung einer erfindungsgem§(ien genetisch modifizierten Pflanze, 1st 
mindestens ein fremdes Nucleinsauremolekul ausgewahit, aus der Gruppe 
5 bestehend aus 

a) Nucleinsauremolekulen, die ein Protein mit der unter SEQ ID NO 2 Oder SEQ 
ID NO 4 angegebenen Aminosauresequenz codieren; 

b) NuclelnsauremoIekQIen, die ein Protein codieren, das die Aminosauresequenz 
umfasst, die von der Insertion In Plasmid A.t.-0K1-pGEM Oder der Insertion in 

1 0 Plasmid pMI50 codiert wird; 

c) NucIelnsauremolekCilen, die ein Protein codieren, dessen Aminosauresequenz 
eine Identitat von mindestens 60% zu der unter SEQ ID NO 2 oder SEQ ID NO 
4 angegebenen Aminosauresequenz aufweisen; 

d) NuclelnsauremoIekQIen, die ein Protein codieren. dessen Sequenz eine 
15 Identitat von mindestens 60% zu der Aminosauresequenz aufwelst; die von der 

Insertion in Plasmid A.t.-OK1-pGEM oder von der Insertion in Plasmid pMI50 
codiert wird; 

e) Nucleinsauremolekulen, die die unter SEQ ID NO 1 oder SEQ ID NO 3 
dargestellte Nucleotidsequenz oder eine komplementare Sequenz umfassen; 

20 f) Nucleinsauremolekulen, die die Nucleotidsequenz der im Plasmid A.t.-OK1- 
pGEM Oder Plasmid pMI50 enthaltenen Insertion umfassen; 

g) Nucleinsauremolekulen, welche zu den unter a), b), e) Oder f) beschriebenen 
Nuclelnsauresequenzen eine Identitat von mindestens 70% aufweisen; 

h) NuclelnsauremoIekQIen, welche mit mindestens einem Strang der unter a), b), 
25 e) Oder f) beschriebenen NucleinsauremolekQIen unter strlngenten 

Bedingungen hybridlsieren; 
I) NuclelnsauremoIekQIen, deren Nucleotidsequenz aufgmnd der Degeneration 
des genetlsches Codes von der Sequenz der unter a), b), e) oder f) genannten 
NucleinsauremolekQIe abweicht; und 
30 j) Nucleinsauremolekulen, die Fragmente, allelische Varianten und/oder Derivate 
der unter a), b), c), d), e), f), g), h) oder i) genannten NucleinsauremolekQIe 
darstellen. 
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In einer weiteren AusfUhrungsform des erfindungsgemaUen Verfahrens zur 
Herstellung einer erfindungsgemaUen genetisch modifizierten Pflanze, codiert 
mindestens ein fremdes Nucleinsauremolekul ein R1 Protein aus Kartoffel, Weizen, 
Reis, Mais, Soyabohne, Citrus oder Ambidopsis. Referenzen fur die genannten 
5 Nucleinsauresequenzen codierend R1 Proteine aus den genannten Pflanzen sind 
bereits welter oben angegeben. 

EIne weltere Ausfuhmngsform der voillegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Herstellung einer erflndungsgemdflen genetisch modifizierten Pflanze, worin 
10 a) eine Pflanzenzelle genetisch modifizlert wird, wobel die genetlsche Modlfikatlon 
zur Erhdhung der enzymatischen AktlvitSt eines OK1 Proteins im Verglelch zu 
entsprechenden nicht genetisch modifizierten Wildtyp-Pflanzenzellen fOhrt; 

b) aus Pfianzenzellen von Schritt a) eine Pflanze regeneriert wird; 

c) gegebenenfalls weitere Pflanzen mit Hllfe der Pflanzen nach Schritt b) erzeugt 
15 werden und 

d) Pflanzen erhalten nach Schritt b) oder c) mit einer Pflanz gel^reuzt werden, die 
eine Erhohung der enzymatischen Al<tivitat eines R1 Proteins aufweist, im 
Verglelch zu entsprechenden nicht genetisch modifizierten Wildtyp- 
Pflanzenzellen. 

20 

Eine weitere AusfOhrungsfomi der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Herstellung einer erfindungsgemdfien genetisch modifizierten Pfianze, worin 

a) eine l^anzenzelle genetisch modifizlert wird, wobei die genetlsche l\/lodifil<ation 
zur Erhohung der enzymatischen Aktivitdt eines R1 Proteins im Verglelch zu 

25 entsprechenden nicht genetisch modifizierten Wildtyp-Pflanzenzellen fuhrt; 

b) aus Pfianzenzellen von Schritt a) eine Pflanze regeneriert wird; 

c) gegebenenfalls weitere Pflanzen mit Hllfe der Pflanzen nach Schritt b) erzeugt 
werden und 

d) Pflanzen erhalten nach Schritt b) oder c) mit einer Pflanze gekreuzt werden, die 
30 eine Erhdhung der enzymatischen Aktivitat eines OK1 Proteins aufweist, im 

Vergleich zu entsprechenden nicht genetisch modifizierten Wildtyp- 
Pflanzenzellen. 
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Dabel kSnnen die Pflanzen nach Schr'rtt a) wie bereits oben beschrieben, genetlsch 
modifiziert werden. Die Regeneration von Pflanzen nach Schritt b) und die 
Erzeugung weiterer Pflanzen nach Schritt c) wurden ebenfalls bereits welter oben 
dargestellt. 

5 Eine Pflanze, die nach Schritt d) der beiden letztgenannten Ausfuhrungsformen mit 
Pflanzen oder Nachkommen der Pflanzen, erhalten aus Schritt b) oder c), gekreuzt 
wird, kann Jede Pflanze sein, die eine erhShte Aktivitat eines OK1 Proteins bzw. 
eines R1 Proteins aufwelst, Im Vergleich zu entsprechenden Wiidtyp-Pflanzen. Die 
ErhOhung der Aktivitat eines OK1 Proteins bzw. eines R1 Proteins kann dabei durch 

10 jede Modiflkatlon hervorgerufen seIn, die zu einer Erhohung der Aktivitat der 
betreffenden Proteine in den entsprechenden Pflanzen fQhrt. Es kann sich bel diesen 
Pflanzen um IVIutanten oder mittels gentechnischer Methoden modifizierte Pflanzen 
handeln. Bel den Mutanten kann es sich sowohl um spontan (natQrIlch) auftretende 
Mutanten, als auch um soiche handeln, die durch den gezlelten Einsatz von 

15 Mutagenen (wie z.B. chemische Agentlen, lonislerende Strahlung) oder 
gentechnischen Verfahren (z.B. Transposon activation tagging, T-DNA activation 
tagging, in wVo-Mutagenese) erzeugt wurden. Bevorzugt handelt es sich bel den 
durch gentechnische Verfahren erzeugten Pflanzen um mittels Insertionsmutagenese 
hergestellte Mutanten, besonders bevorzugt um genetisch modifizierte Pflanzen, die 

20 ein fremdes Nucieinsauremolekul exprimieren,1nsbesondere bevorzugt um genetisch 
modifizierte Pflanzen, bel welchen das fremde NucleinsauremolekQI ein OKI Protein 
bzw. ein R1 Protein codiert. 

In einer weiteren AusfQhrungsform wird das erfindungsgemSlie Verfahren zur 
25 Herstellung einer erfindungsgemaUen genetisch modlfizierten Pflanze zur Erzeugung 
von Starke speichernden Pflanzen venwendet. 

In einer weiteren AusfOhmngsfonn wird das erfindungsgemSBe Verfahren zur 
Herstellung einer erfindungsgemalien genetisch modlfizierten Pflanze zur Erzeugung 
30 erfindungsgemaiier Mais- oder Weizenpflanzen verwendet. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform betrifft die vorliegende Erfindung ein 
erfindungsgemafies Verfahren zur Herstellung einer erfindungsgemailen genetisch 
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modifizlerten Pflanze, worin die genetisch modiflzierte Pflanze eine modifizierte 
Starke synthetisiert im Vergleich zu Starke aus nicht genetisch modifizierten Wildtyp- 
Pflanzen. 



10 



In einer weiteren Ausfuhrungsform des erfindungsgemalXen Verfahrens zur 
Herstellung einer erfindungsgemaUen genetisch modifizlerten Pflanze sythetisleren 
die erfindungsgemalXen Pflanzen eine modifizierte StSrke, die einen erhShten Gehalt 
an Starkephosphat und/oder eine verSnderte Phosphatvertellung im Vergleich zu 
Starke, isoliert aus entsprechenden Wlldtyp-Pflanzen aufweist. 



In einer weiteren AusfQhmngsform des erfindungsgemSlien Verfahrens zur 
Herstellung einer erfindungsgemaiien genetisch modifizierten Pflanze synthetisieren 
die erfindungsgemaUen Pflanzen eine modifizierte Starke, die ein verandertes 
Verhaltnis von C-3-Phosphat zu C-6-Phosphat aufweist im Vergleich zu Starke aus 
15 nicht genetisch modifizierten Wlldtyp-Pflanzen. Insbesondere bevorzugt sind dabei 
Starken. welche einen erhShten Antell von In C-3-Position gebundenem 
Starkephosphat gegenuber von in C-6-Position gebundenem Starkephosphat 
aufwelsen Im Vergleich zu Starke aus nicht genetisch modifizierten Wlldtyp-Pflanzen. 

20 Die vorliegende Erfindung betrifft auch die durch erfindungsgemalie Verfahren 
erhaltllchen Pflanzen. 



Es wurde Qberraschenderwelse gefunden, dass Starke, isoliert aus 
erfindungsgemaBen Pflanzenzellen und erflndungsgemaiien Pflanzen. die eine 
erhohte Aktlvitat eines OKI Proteins und eine erhdhte Aktivitat eines R1 Proteins 
aufwelsen, eine modiflzierte Starke synthetisieren. 

Insbesondere die erticihten Mengen an Starkephosphat erfindungsgemaSer Starken 
verleihen den Starken Qberraschende und vorteilhafle Elgenschaften. 
Erflndungsgemaiie Starken tragen durch den erhehten Anteil an Starkephosphat 
einen erhShten Anteil an geladenen Gruppen, die die funktionellen Elgenschaften der 
Starke wesentllch beeinflussen. Starke, die geladene funktlonelle Gmppen tragt, 1st 
insbesondere in der Papierindustrie einsetzbar. wo sle fur die 
Oberflachenbeschichtung (Coating) von Papier verwendet werden. Papier, welches 
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mit geladenen MolekQIen. die auRerdem gute Klebeeigenschaften auiweisen. 
beschichtet ist, eignet sich besonders fQr die Aufnahme von Farbstoffen, wie z.B. 
Tinte, Druckfarben etc.. 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft auch modifizierte Starken. erhaltlich aus 
erfindungsgemafien Pflanzenzellen oder erfmdungsgemaflen Pflanzen, aus 
erfindungsgemaliem Vermehrungsmaterial oder aus erfmdungsgemalien erntebaren 
Pflanzenteilen. 

0 In einer weiteren Ausftihaingsfomn betrifft die vorliegende Erfindung 
erfindungsgemaB modifizierte Starke aus starkespeichemden Pflanzen, bevorzugt 
aus Starke speichernden Pflanzen der (systematischen) Familie Poaceae, besonders 
bevorzugt aus Mais- oder Weizenpflanzen. 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft femer ein Verfahren zur Herstellung einer 
modifizierten Starke, umfassend den Schritt der Extraktion der Starke aus einer 
erfindungsgemaden Pflanzenzelle oder einer erfindungsgemaHen Pflanze, aus 
erfindungsgemaliem Vermehrungsmaterial einer solchen Pflanze und/oder aus 
erfindungsgemaden erntebaren Pflanzenteilen einer solchen Pflanze, vorzugsweise 
20 aus erfindungsgemafSen Starke speichemden Teilen einer solchen Pflanze. 
Vorzugsweise umfasst ein solches Verfahren auch den Schritt des Erntens der 
kultivierten Pflanzen bzw. Pflanzenteile und/oder des Vermehrungsmaterials dieser 
Pflanzen vor der Extraktion der Starke und besonders bevorzugt ferner den Schritt 
der Kultivierung erfindungsgemaRer Pflanzen vor dem Emten. 

25 

Verfahren zur Extraktion der Starke aus Pflanzen oder von Starke speichemden 
Teilen von Pflanzen sind dem Fachmann bekannt. Weiterhin sind Verfahren zur 
Extraktion der Starke aus verschiedenen Starke speichemde Pflanzen beschrieben, 
z. B. in Starch: Chemistry and Technology (Hrsg.: Whistler, BeMlller und Paschall 
30 (1994), 2. Ausgabe, Academic Press Inc. London Ltd; ISBN 0-12-746270-8; siehe 
Z.B. Kapitel XII. Seite 412-468: Mais und Sorghum Starken: Herstellung; von Watson; 
Kapitel XIII, Seite 469-479: Tapioca, Arrowroot und Sago Starken: Herstellung; von 
Corbishley und Miller; Kapitel XIV, Seite 479-490: Kartoffelstarke: Herstellung und 
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Verwendungen; von Mitch; Kapitel XV, Seite 491 bis 506: Weizenstarl^e: Herstellung, 
Modifizierung und Verwendungen; von Knight und Oson; und Kapitel XVI, Seite 507 
bis 528: Reisstarke: Herstellung und VenA/endungen; von Rohmer und Klem; 
Maisstarke: Eckhoff et al., Cereal Chem. 73 (1996), 54-57. die Extraktion von 
5 Maisstarke im industriellen Mafistab wird in der Regel durch das so genannte "wet 
milling" erreicht). Vorrichtungen, die fiir gewohnlich be! Verfahren zur Extraktion von 
Starke von Pflanzenmaterial verwendet werden, sind Separatoren, Dekanter, 
Hydrocyclone, SprQhtrockner und Wirbelschlchttrockner 

10 Unter dem Begriff „Starke spelchernde Teile" sollen im Zusammenhang mit der 
vorliegenden Erfindung solche Teile einer Pflanze verstanden werden. in welchen 
Starke, im Gegensatz zu transitorischer Blattstarke, zur Oberdauerung von ISngeren 
Zeitraumen als Depot gespeichert wird. Bevorzugte Starke speichemde Pflanzenteile 
sind z.B. Knolien, Speicherwurzein und Korner, besonders bevorzugt sind Korner 

15 enthaltend ein Endosperm, insbesondere bevorzugt sind Korner enthaltend ein 
Endosperm von Mais- oder Weizenpflanzen. 

Modifizierte Starke, erhaltlich nach einem erflndungsgemalien Verfahren zur 
Herstellung modifizierter Starke, ist ebenfalls Gegenstand der vorliegenden 
20 Erfindung. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung handelt es sich bei 
den erllndungsgemaf^en modifizierten StSrken um native Starken. 

25 Der Begriff „native Starke" bedeutet im Zusammenhang mit der vorliegenden 
Erfindung, dass die Starke nach dem Fachmann bekannten Methoden aus 
erfindungsgemalien Pflanzen, erfindungsgem&Rem erntebaren Pflanzenteilen, 
erflndungsgemalien Starke speichernden Teilen oder erfindungsgemaliem 
Vermehrungsmaterial von Pflanzen isoliert wird. 

30 

Weiterhin ist die Verwendung erflndungsgemalier Pflanzenzellen oder 
erfindungsgemader Pflanzen zur Herstellung einer modifizierten Starke Gegenstand 
der vorliegenden Erfindung. 



-50- 



BCS 04-5012 



Dem Fachmann ist bekannt, dass die Eigenschaften von Starke durch z.B. 
thermische. chemische, enzymatische oder mechanische Derivatisiemng verandert 
warden konnen. Derivatisierte Starken sind fur verschiedene Anwendungen im 
5 Nahrungsmittel- und/oder Nicht-Nahrungsmlttelbereich besonders geeignet. Die 
erfindungsgemaden Starken sind als Ausgangssubstanz besser geeignet zur 
Herstellung von derivatisierten Starken als herkommliche Starken, da sie durch den 
haheren Gehalt an StSrkephosphat einen hoheren Anteil an reaktlven funktronalen 
Gruppen aufweisen. 

10 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch Verfahren zur Herstellung einer 
derivatisierten Starke, worin erfindungsgemade modlflzierte Starke, nachtraglich 
derivatlsiert wird. 

15 Unter denn Begriff „derivatislerte Starke" soil Im Zusamnnenhang mit der vorliegenden 
Erfindung eine erfindungsgemafle modifizierte Starke verstanden werden, deren 
Eigenschaften nach der Isolierung aus pflanzlichen Zellen mit Hilfe von chemischen, 
enzymatischen, thermischen oder mechanlschen Verfahren verandert wurde. 

20 In einer weiteren Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung handelt es sich bei 
der erfindungsgemaflen derivatisierten Starke um mit Hitze und/oder mit Saure 
behandelte Starke. 

In einer weiteren Ausfdhrungsform handelt es slch bei den derivatisierten Starken um 
25 Starkeether, insbesondere um Starke-Alkylether, O-Allylether, Hydroxylalkylether, O- 
Carboxylmethylether, stickstoffhaltige Starkeether, phosphathaltlge Starkeether oder 
schwefelhaltige Starkeether. 

In einer weiteren AusfQhrungsform handelt es slch bei den derivatisierten Starken um 
30 vernetzte Starken. 

In einer weiteren AusfQhrungsform handelt es sich bei den derivatisierten Starken um 
Starke-Pfropf-Polymerisate. 
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In einer weiteren AusfUhrungsform handelt es sich bei den derivatisierten Starken um 
oxidierte Starken. 

5 In einer weiteren Ausfuhrungsform handeft es sich bei den derivatisierten StSrken um 
Starkeester, insbesondere um Starkeester. die unter Verwendung von organlschen 
Sauren in die Starke eingefuhrt wurden. Besonders bevorzugt handelt es sich um 
Phosphat-, Nitrat-, Sulfat-, Xanthat-, Acetat- Oder Citratstarken. 

0 Die erfindungsgemaiSen derivatisierten Starken eignen sich fQr verechiedene 
Verwendungen in der Phannaindustrie, im Nahmngsmittel- und/oder Nicht- 
Nahrungsmittelbereich. Methoden zur Herstellung von erfindungsgemaiien 
derivatisierten Starken sind dem Fachmann bekannt und in der allgemeinen Literatur 
ausreichend beschrieben. Eine Obersicht zur Herstellung von derivatisierten Starken 

5 findet sich z.B. bei Orthoefer (in Corn, Chemistry and Technology, 1987. eds. 
Watson und Ramstad, Chapter 16, 479-499). 

Derivatisierte Starke, erhaitlich nach dem erfindungsgemaBen Verfahren zur 
Herstellung einer derivatisierten Starke ist ebenfalls Gegenstand der vortiegenden 
0 Erfindung. 

Ferner ist die Venvendung erfindungsgemaBer modlfizierter Starken zur Herstellung 
von derivatisierter Stari<e Gegenstand der vortiegenden Erfindung. 

5 Starke speichernde Teile von Pfianzen werden oft zu Mehlen verarbeitet. Beispiele 
fur Teile von Pfianzen. aus welchen Mehle hergestellt werden, sind z.B. Knollen von 
Kartoffelpflanzen und Korner von Getreldepflanzen. Zur Herstellung von Mehlen aus 
Getreidepflanzen werden die endospennhaltlgen Kdmer dieser Pfianzen gemahlen 
und gesiebt Startce ist ein Hauptbestandteil des Endosperms. Bei anderen Pfianzen, 
die kein Endospemri, sondern andere Startle speichernde Teile, wie z.B. Knollen Oder 
Wurzelen enthalten, wird Mehl haufig durch Zertdeinem. Trocknen und 
anschlieUendem Mahlen der betreffenden Speicheroigane hergestellt. Die Starke 
des Endosperms Oder enthaltend in Starke speichernden Tellen von Pfianzen ist eIn 
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wesentlicher Anteil des MeNs. welches aus den betreffenden Pflanzenteilen 
hergestellt wird. Die Eigenschaften von Mehlen werden daher auch durch die in dem 
betreffenden Mehl voriiegende Starke beeinflusst. ErfindungsgemSlie Pflanzenzellen 
und erfindungsgemade Pflanzen synthetisieren eine verSnderte Starke im Vergleich 

5 zu entsprechenden nicht genetisch modifizierten Wildtyp-Pflanzenzellen bzw. nicht 
genetisch modifizierten Wildtyp-Pflanzen. IVlehle, hergestellt aus erfindungsgemaden 
Pflanzenzellen, erfindungsgemaHen Pflanzen, erTindungsgemallem 
Vermehrungsmaterial oder erfmdungsgemaiien erntebaren Teilen weisen daher 
veranderte Eigenschaften auf. Die Eigenschaften von Mehlen konnen auch durch 

10 Mischen von Starke mit Mehlen oder durch das Mischen von Mehlen mit 
unterschiedlichen Eigenschaften beeinflusst werden. 

EIn weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft daher Mehle, enthaltend 
eine erfindungsgemaiie Starke. 



15 



Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft Mehle, die aus 
erfindungsgemalien Pflanzenzellen. erfindungsgemaiien Pflanzen. Starke 
spelchemden Teilen erfindungsgemaiSer Pflanzen. aus erfindungsgemaHem 
Vermehrungsmaterial oder aus erfindungsgemaden erntebaren Pflanzenteilen 
20 hergestellt sind. Bevorzugte Starke speichernde Teile erfindungsgemaiier Pflanzen 
sind Knollen, Speichenwurzein und ein Endosperm enthaltende K6mer. 
Vorzugsweise stammen Knollen von Kartoffelpflanzen und Komer von Pflanzen der 
(systematischen) Familie Poaceae, besonders bevotzugt stammen Korner von Mais- 
oder Weizenpflanzen. 



25 



30 



Unter dem Begriff ..Mehl" soil im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung ein 
durch Mahlen von Pflanzenteilen erhaltenes Pulver verstanden werden. 
Gegebenenfalls werden Pflanzenteile vor dem Mahlen getrocknet und nach dem 
Mahlen zerklelnert und/oder gesiebt. 

ErfindungsgemaUe Mehle zeichnen sich auf Grund der In ihnen vorliegenden Starke, 
die einen veranderten Phosphatgehalt und/oder eine veranderte Phosphatverteilung 
aufweisen insbesondere durch ihr erhShtes Wasserbindevemnogen aus. Diese ist 
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Z.B. bei der Verarbeitung von Mehlen In der Lebensmittelindustrie fOr viele 
Anwendungen, insbesondere bei der Herstellung von Backwaren gewunscht. 

Ein welterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung 1st eine Verfahren zur 
5 Herstellung von Mehlen, umfassend den Schritt des Mahlens von 
erfindungsgemalien Pflanzenzellen, erfindungsgemalien Pflanzen, von Teilen 
erfindungsgemaiier Pflanzen, Starke speichernden Teilen von erfindungsgemalSen 
Pflanzen, erfindungsgemaliem Vemnehrungsmaterial oder erfindungsgemaRem 
erntebarem Material. 

10 

Mehle kOnnen durch Mahlen von Starke speichernden Teilen von 
erfindungsgemSBen hergestellt werden. Dem Fachnnann 1st bekannt, wie er Mehle 
herstellt. Vorzugsweise umfasst ein Verfahren zur Herstellung von Mehlen auch den 
Schritt des Erntens der kultivlerten Pflanzen bzw. Pflanzentelle und/oder des 
15 Vermehrungsmaterials bzw. der StSrke speichernden Telle dieser Pflanzen vor dem 
Mahlen und besonders bevorzugt femer den Schritt der Kultivierung 
erfindungsgemSBer Pflanzen vor dem Ernten. 

Unter dem Begrifl= „Teile von Pflanzen" sollen im Zusammenhang mit der 
vorliegenden Erflndung alle Teile einer Pflanze verstanden werden, die als 
Bestandteile In ihrer Gesamtheit eine vollstandige Pflanze darstellen. Teile von 
Pflanzen sind z.B. Sprosse, Blatter, Rhizome, Wurzeln, Riiben, Knollen, Schoten, 
Samen oder Korner. 



In einer welteren Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung umfasst das 
Verfahren zur Herstellung von Mehlen eine Prozessierung von erfindungsgemaiien 
Pflanzen, von Starke speichernden Teilen erfindungsgemaUer Pflanzen, von 
erfindungsgemaiSem Vermehrungsmaterial oder von erfindungsgemaliem 
erntebarem Material vor dem Mahlen. 

Die Prozessierung kann dabel z.B. eine Hitzebehandlung und/oder eine Trocknung 
sein. Hitzebehandlung gefolgt von einer Trocknung des Hitze behandelten Materials 
wird Z.B. bei der Herstellung von Mehlen aus Speicherwurzein oder Knollen wie z.B. 
aus Kartoffelknollen angewendet, bevor die das Mahlen erfolgt. Die Zerkleinerung 
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von erfindungsgemaUen Pflanzen, von Starke speichemden Teilen 
erfindungsgem§Ber Pflanzen, von erfmdungsgemaiiem Vemr^ehaingsmaterial oder 
von erfindungsgemaiXem emtebarem Material vor dem Mahlen kann ebenfalls eine 
Prozessiemng im Sinne der vorliegenden Erfindung darstellen. Die Entfernung von 
5 pflanzlichem Gewebe, wie z.B. von Spelzen der Korner, vor dem Mahlen stellt auch 
eine Prozessiemng vor dem Mahlen in Sinne der vorliegenden Erfindung dar. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung umfasst das 
Verfahren zur Herstellung von Mehlen nach dem Mahlen eine Prozessiemng des 
1 0 Mahlgutes. 

Das Mahlgut kann dabei z.B. nach dem Mahlen gesiebt werden, um z.B. 
verschiedene Typenmehle herzustellen. 

Ein welterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung von 
15 erfindungsgemaHen genetisch modlflzierten Pflanzenzellen, erfindungsgemSBen 
Pflanzen, von Teilen erfindungsgemaiier Pflanzen, StSrke speichemden Teilen von 
erfindungsgemalien Pflanzen, erfindungsgemafiem Vermehmngsmaterial oder 
erfmdungsgemaiiem erntebarem Material zur Herstellung von Mehlen. 

20 Es ist auch Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Mittel, wie z.B. DNA Molekule zur 
Erzeugung von erfindungsgemalien Pflanzenzellen und erfindungsgemalien 
Pflanzen, die im Vergleich zu nicht genetisch modifizierten Wildtyp-Pflanzenzellen 
bzw. Wildtyp-Pflanzen eine modifizierte Starke synthetisleren, zur Verfugung zu 
stellen. Die zur Verfiigung gestellten DNA MolekQIe beinhalten 

25 Nucleinsauresequenzen, welche ein OK1 Protein codieren. Ein Protein mit der 
enzymatischen Aktivitat eines OK1 Proteins war dem Fachmann bisher nicht 
bekannt. Daher konnten auch keine DNA MolekQIe zur VerfQgung gestellt werden, 
die es eriauben, erfindungsgemalle Pflanzenzellen und erflndungsgemaBe Pflanzen 
und die von Ihnen synthetisierte Starke bzw. die aus ihnen gewonnenen Mehle zu 

30 erzeugen. 
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Somit betrifft die vorliegende Erfindung auch ein rekomblnantes NukleinsauremolekOI 
enthaltend eine Nucleinsauresequenz codierend ein OK1 Protein und eine 
Nucleinsauresequenz codierend ein R1 Protein. 

5 Unter dem Begriff ..rekombinantes NukleinsauremolekCil" soli im Zusammenhang mit 
der voriiegenden Erfindung ein Nukleinsauremolekui verstanden werden, welclies 
sowolil Nucleinsauresequenzen codierend ein OK1 Protein, als aucli 
Nucleinsauresequenzen codierend ein R1 Protein, entlialt und bei welchem die 
Nucleinsauresequenzen codierend ei OK1 Protein und ein R1 Protein in einer 

10 Anordnung vorliegen, wie sie natOriicherweise Im Genom eines Organismus niclit 
vorliegen. Neben Nucleinsauresequenzen codierend ein OKI Protein und 
Nucleinsauresequenzen codierend ein R1 Protein kann das rekombinante 
NucleinsauremolekQI noch zusStzliche Sequenzen enthalten, welche 
natOriicherweise nicht in einer solchen Anordnung vorliegen, wie sie in 

15 erfindungsgemalien rekombinanten NucleinsduremolekQIen vorliegen. Die 
genannten zusatzlichen Sequenzen kOnnen dabei belieblge Sequenzen sein, 
bevorzugt handelt es sich dabei urn regulatorisciie Sequenzen (Promotoren, 
Terminationssignale, Enhancer), besonders bevorzugt urn regulatorische 
Sequenzen, die in pfianzllchem Gewebe aktiv sind, besonders bevorzugt um 

20 regulatorische Sequenzen die in Starke speicherndem pfianzllchem Gewebe aktiv 
sind. Methoden zur Erzeugung erflndungsgemaRer rekombinanter 
Nucleinsauremolekule sind dem Fachmann bekannt und umfassen gentechnische 
Methoden wie z.B. die Verbindung von NucleinsduremolekQIen durch Ligation, 
genetische Rekombination oder die Neusynthese von Nucleinsauremolekulen (siehe 

25 z.B. Sambrook et al.. Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 3"* edition (2001) 
Cold Spring Harbour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, NY. ISBN: 
0879695773; Ausubel et al„ Short Protocols in Molecular Biology, John Wiley & 
Sons; 5"' edition ( 2002). ISBN: 0471250929). 

30 Eine weltere Ausfdhmngsfomi von erflndungsgemalien rekombinanten 
NuclelnsauremoiekQIen der voriiegenden Erfindung betreffen Vektoren, insbesondere 
Plasmide, Cosmide, Viren, Bacteriophagen und ^ndere in der Gentechnik gangige 
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Vektoren, die die oben beschriebenen erfindungsgemafien Nudeinsauremoiekaie 
enthalten. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform sind die in den Vektoren enthaltenen 
5 erflndungsgemafien Nucleinsauremolekuie verknupft mit regulatorlschen Sequenzen, 
die die Expression in prokaryontischen Oder eukaryontischen Zellen initiieren. Der 
Begriff "Expression" kann dabei Transkription als auch Transkription und Translation 
bedeuten. Die erflndungsgemalien NucleinsauremolekQIe konnen dabei zu den 
regulatorlschen Sequenzen in „sense"-Orlentierung, und/oder In ..antisense"- 
10 Orlentiemng vorliegen. Die erflndungsgemalien rekomblnanten 
NucleinsauremolekQIe kSnnen dabei gemeinsam unter der Kontrolle eines einzigen 
regulatorlschen Elementes stehen, oder sle konnen jewells ein eigenes 
regulatorisches Element aufweisen. 

15 Regulatorlsche Sequenzen zur Expression in prokaryontischen Organismen, z.B. E. 
coli, und In eukaryontischen Organismen sind ausrelchend In der Literatur 
beschrieben, insbesondere solche zur Expression in Hefe, wie z. B. Saccharomyces 
cerevisiae. Eine Obersicht verschiedener Systeme zur Expression fQr Protelne in 
verschiedenen Wirtsorganismen findet man z. B. in IVIethods in Enzymology 153 

20 (1 987), 383-51 6 und in Bitter et al. (Methods in Enzymology 1 53 (1 987), 51 6-544). 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Wirtszelle, 
insbesondere eine prokaryontische oder eukaryontische Zelle, die genetisch 
modifiziert ist mit einem erfindungsgemaRen rekomblnanten Nucleinsauremolekul 
25 und/oder mit einem erflndungsgemalien Vektor, sowie Zellen, die von derartigen 
Wirtszellen abstammen und die die erfindungsgemaHe genetische Modiflkation 
enthalten. 

In einer weiteren AusfQhrungsform betrlffl die Erfindung Wirtszellen, insbesondere 
30 prokaryontische oder eukaryontische Zellen, die mit einem erfindungsgemSBen 
NuclelnsauremolekOI oder einem erflndungsgemalien Vektor transformlert wurden, 
sowie Wirtszellen, die von derartigen Wirtszellen abstammen und die beschriebenen 
erflndungsgemalien NucleinsauremolekQIe oder Vektoren enthalten. 
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Die Wlrtszellen konnen Bakterien- (z.B. E. coli, Bakterien der Gattung Agrobacterium 
insbesondere Agrobacterium tumefaciens oder Agrobacterium rhizogenes) oder 
Pllzzellen (z.B. Hefe, insbesondere S. cerevisiae, Agaricus, insbesondere Agaricus 

5 bisporus, Aspergillus, Trichoderma), sowie pflanzliche oder tierische Zellen sein. Der 
Begriff "transfonriiert" bedeutet dabei, dass die erfindungsgemaBen Zellen mit einem 
erfindungsgemaHen NuclelnsauremolekQI genetisch modifiziert sind Insofem, als sie 
zusatzlich zu ihrem natQrllchen Genom Riindestens ein erfindungsgemalies 
NucleinsauremolekQI enthalten. Dieses kann in der Zelle frei, gegebenenfalls als 

10 selbstreplizierendes MolekQI, vorliegen oder es kann stabil in das Genom der 
Wirtszelle integriert vorliegen. 

Vorzugsweise sInd die Wirtszellen Mikroorganisnrten. Darunter werden im Rahmen 
der voriiegenden Anmeldung alle Bakterien und alle Protisten (z. B. Pilze, 
insbesondere Hefen und Algen) verstanden, so wie sie z. B. in Sclilegel "Allgemeine 
1 5 Mikrobiologie" (Georg Tliieme Verlag (1 985), 1 -2) definiert sind. 

Bevorzugt sind die erfindungsgemafien Wirtszellen Pflanzenzellen. Dabei kann es 
sich prinzipiell urn Pflanzenzellen aus jeder beliebigen Pflanzenspezles handeln, d.h. 
sowohl monokotyle als auch dikotyle Pflanzen. Bevorzugt handelt es sich urn 

20 Pflanzenzellen aus landwirtschaftlichen Nutzpflanzen. d.li. aus Pflanzen, die vom 
Menschen kultiviert werden fQr Zwecke der Emahrung oder fur technische, 
insbesondere industrielle Zwecke. Vorzugsweise betrifft die Erfindung Pflanzenzellen 
und Pflanzen aus Starke speichernden Pflanzen (Mais, Reis, Weizen, Roggen, 
Hafer, Gerste, Maniok, Kartoffel, Sago, IS/Iungbohne, Erbse oder Sorghum), 

25 bevorzugt Pflanzenzellen aus Pflanzen der (systematischen) Famille Poacea. 
insbesondere besondere bevorzugt sind Pflanzenzellen aus Mais- oder 
Weizenpflanzen. 

Gegenstand der voriiegenden Erfindung sind auch Zusammensetzungen enthaltend 
30 ein erfindungsgemalies rekombinantes NucleinsauremolekQI, Oder einen 
erTindungsgemaRen Vektor. Bevorzugt sind erfindungsgemaHe 
Zusammensetzungen, enthaltend ein erfindungsgemalies rekombinantes 
Nucleinsauremolekiil oder einen erfindungsgemafien Vektor und eine Wirtszelle. 
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Besonders bevorzugt handelt es sich bei der Wirtszelle urn eine Pflanzenzelle, 
insbesondere bevorzugt um eine Zelle einer Mais- oder Weizenpflanze. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft eine Zusammensetzung, 
enthaltend eine Nucleinsauresequenz codlerend ein OK1 Protein und eine 
Nucleinsauresequenz codierend ein R1 Protein. 

Die Nucieinsauresequenzen codierend ein OKI Protein bzw. codierend ein R1 
Protein Itonnen dabei zusammen auf einem einzigen Nucleins3uremolekQI, oder auf 
voneinander getrennten Nucleinsauremolel<Qlen voriiegen. 

Ein weiterer Aspekt erfindungsgemaHer Zusamnnensetzungen betrifft 
Zusammensetzungen, die zur Erzeugung von erfindungsgemaflen Wirtszellen, 
bevorzugt zur Erzeugung erflndungsgemaHer Pflanzenzellen verwendet werden 
l(5nnen. Bevorzugt liandelt es slcii hierbei um eine Zusammensetzung, entlialtend 
Nucieinsauresequenzen codierend ein OK1 Protein und Nucieinsauresequenzen 
codierend ein R1 Protein, ein erfindungsgemalies relcombinantes 
Nucleinsauremolel<ul oder einen erfindungsgemafJen Vektor und einen biolistischen 
Trager, welclier zur EinfQhrung von Nucleinsauremoiel<:Glen in eine Wirtszelle 
geeignet ist. Bevorzugte biolistische Trager sind Partikel aus Wolfram, Gold oder 
Kunststoffen. 

Eine weitere Ausfulirungsform erfindungsgemafter Zusammensetzungen betrifft 
Zusammensetzungen enthaltend Nucieinsauresequenzen codierend ein OK1 Protein 
und Nucieinsauresequenzen codierend ein R1 Protein, ein erfindungsgemaHes 
rekombinantes NucleinsauremolekQI oder einen erfindungsgemaflen Vektor und eine 
Pflanzenzelle und ein synthetisches Kultumnedlum. Bevorzugt enthalten solche 
Zusammensetzungen zusatzlich zu Pflanzenzellen und synthetiscliem Kulturmedium 
auch Polyethylenglykol (PEG). Bel diesen Zusammensetzungen llegt das 
erfindungsgemaUe rekombinante NucleinsauremolekQI auRerhalb der Pflanzenzelle 
vor, d.li. es befindet sich aulierhalb des von einer Cytoplasmamembran 
umschlossenen Zellinneren der Pflanzenzelle. 

Synthetische Kulturmedien, die zur Kultiviemng und/oder zur Transformation von 
l=>flanzenzellen geeignet sind, sind dem Fachmann bekannt und z.B. ausreichend in 
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der Literatur beschrieben. Viele unterschledliche synthetische Kulturmedien sind 
auch im Fachhandel kauflich erwerbbar (z.B. DUCHEFA Biochemie B.V., Belgien). 

Weiterhin betrlfft die vorliegende Erfindung die Verwendung erfindungsgemalier 
Zusammensetzungen zur Transformation von Pflanzenzellen. 



Beschreibung der Sequenzen 

SEQIDN0 1: Nucleinsauresequenz enthaitend die codierende Region eines 

A.t-OK1 Proteins aus Arabidopsis thaliana. Diese Sequenz ist den Vektoren 

OK1-pGEM-T und OK1-pDEST™17 und inseriert. 
SEQ ID NO 2: Aminosauresequenz codlerend ein A.t.-OK1 Protein aus 

Arabidopsis thaliana Diese Sequenz Ist von der unter SEQ ID NO 1 

dargestellten Nucleinsauresequenz ableitbar. 
SEQ ID NO 3: Nucleinsauresequenz enthaitend die codierende Region eines 

O.s.-OKI Proteins aus Oryza sativa. Diese Sequenz ist dem Vel^tor pl\/ll50 

inseriert. 

SEQ ID NO 4: Anninosauresequenz codierend ein O.s.-OKI Protein aus Oryza 

sativa. Diese Sequenz ist von der unter SEQ ID NO 3 dargestellten 

Nucleinsauresequenz ableitbar. 
SEQ ID NO 5: Peptidsequenz codierend die PhosphohistidindomSne der OKI 

Proteine aus Arabidopsis thaliana, und Oryza sativa. 
SEQ ID NO 6: Nucleinsauresequenz enthaitend die codierende Region eines 

C.r.-R1 Proteins aus Citrus reticulata. 
SEQ ID NO 7: AmlnosSiuresequenz codierend ein C,r.-R1 Protein aus Citrus 

reticulata. 

SEQ ID NO 8: Nucleinsauresequenz enthaitend die codierende Region eines 

A.t.-R1 Proteins aus Arabidopsis thaliana. 
SEQ ID NO 9: Anninosauresequenz codierend ein A.t-R1 Protein aus 

Arabidopsis thaliana. 

SEQ ID NO 10: Nucleinsauresequenz enthaitend die codierende Region eines 
S.t.-R1 Proteins aus Solanum tuberosum. 
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SEQ ID NO 11: Aminosauresequenz codierend ein S.t.-RI Protein aus Solanum 
tuberosum. 

SEQ ID NO 12: Nucleins§uresequenz enthaltend die codierende Region eines 
O.S.-R1 Proteins aus Oryza sativa. 
5 SEQ ID NO 13: AminosSuresequenz cx)dierend ein O.S.-R1 Protein aus Oryza 

sativa 

SEQ ID NO 14: Nucleinsauresequenz enthaltend die codierende Region eines 

G.m.-R1 Proteins aus Glycine max. 
SEQ ID NO 15: Aminosauresequenz codierend das S.t.-RI Protein aus Glycine 

10 max. 

SEQ ID NO 16: Nucleinsauresequenz enthaltend eine codierende Region eines 

Z.m.-R1 Proteins aus Zea mays. 
SEQ ID NO 17: Aminosauresequenz codierend ein Z.m.-R1 Protein aus Zea 

mays. 



Beschreibung der Abbildungen 

Fig. 1: Denaturierendes Acrylamidgel zur Identifiaerung von Proteinen aus 
Arabidopsis thaliana, die bevorzugt an nIcht-phosphorylierte-Starke im 

20 Vergleich zu phosphorylierter-Starke binden. In Spur ,.M" ist ein Standard 

Protein Molekulargewichtsmarker aufgetragen. In Spur „-" sind Proteine, 
erhalten nach Inkubation des Kontrollansatzes C aus Beispiel 1 d) aufgetragen. 
In Spur „K" sind Proteinextrakte von Arabidopsis thaliana, erhalten nach 
Inkubation mit nicht-phosphorylierter-Starke, isoliert aus Slattern einer 

25 Arabidopsis thaliana sex1-3 Mutante (Ansatz B, Beispiel 1 d)), aufgetragen. In 

Spur „P" sind Proteinextrakte von Arabidopsis thaliana, erhalten nach 
Inkubation mit Starke, isoliert aus Slattern einer Arabidopsis thaliana sex1-3 
Mutante, die nachtraglich in vitro mit einem R1 Protein phosphoryliert wurde 
(Ansatz A, Beispiel 1 d)) aufgetragen. Nach erfolgter Elektrophorese wurde das 

30 Acrylamidgel mit Comassie Blau gefarbt. 
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Fig. 2: Nachweis der Autophosphorylierung des OK1 Proteins. Fig. 2 A) stellt 
ein nacii erfolgter Elektrophorese mit Comassie Blau gefarbtes denaturierendes 
(SDS) Acrylamidgel dar. Fig. 2 B) zeigt die Autoradiographie eines 
denaturierenden (SDS) Acrylamidgels. Auf beide Gele wurden jeweils die 
5 gleichen Proben zu gleichen Mengen aufgetragen. M: Standard Protein 

IVIolekulargewichtsmarker; R1: Probe aus ReaktionsgefSli 1 nach Beispiel 7 
(nach Inkubation eines OK1 Proteins mit ATP); R2: Probe aus ReaktionsgefaB 

2 nacli Beispiel 7 (nach Inkubation eines OK1 Proteins mit ATP wurde das 
Protein auf QS'C erhitzt); R3: Probe aus ReaktionsgefaB 3 nach Beispiel 7 

10 (nach Inkubation eines OK1 Proteins mit ATP wurde das Protein in 0,5 M HCI 

inkubiert); R4: Probe aus Reaktionsgefaii 4 nach Beispiel 7 (nach Inkubation 
eines OKI Proteins mit ATP wurde das Protein mit 0,5 M NaOH inkubiert). 

Fig. 3: Nachweis der Starke phosphorylierenden Aktlvitat eines OKI Proteins 
15 (siehe Beispiel 6). OKI Protein wurde mit nicht-phosphorylierter-Starke, isoliert 

aus Biattern einer Arabidopsis thaliana sex1-3 Mutante (Ansatz A) und Starke, 
isoliert aus Blattern einer Arabidopsis tiiaiiana sex1-3 Mutante, die nachtraglich 
in vitro mit einem R1 Protein phosphoryliert wurde (Ansatz B) inkubiert. Ansatz 
C entspricht Ansatz B, auUer dass dieser Ansatz C ohne OK1 Protein inkubiert 
20 wurde. Fur jeden Ansatz (A, B, C) wurden je zwei unabhangige Versuche 

durchgefuhrt (Versuch 1 und Versuch 2). Graphisch dargestellt sind die 
jeweiligen Mengen, gemessen In cpm (Counts per minute), an ^^P markiertem 
Phosphat, welches von dem OK1 Protein in nIcht-phosphorylierte-StSrke 
(Ansatz A) und phosphorylierte StSrke (Ansatz B) eingefOhrt wurde. 

25 

Fig, 4: Vergleich der C-Atom-Positionen von GlucosemolekQIen der Starke, die 
von einem R1 Protein bzw. einem OK1 Protein phosphoryliert werden (siehe 
Beispiel 9). OKI Protein (Ansatz A) wurde in Anwesenhelt von mit ^^P 
markierten ATP mit StSrke, isoliert aus Slattern einer /\/Bd/dopsfe thaliana sex1- 
30 3 Mutante, die nachtraglich in vitro mit einem R1 Protein phosphoryliert wurde, 

inkubiert. ). R1 Protein (Ansatz B) wurde in Anwesenhelt von mit 33P 
markierten ATP mit Starke, isoliert aus Blattern einer /\rajb/(/ops/s tttaiiana sex1- 

3 Mutante inkubiert Nach erfolgter Inkubation wurde eine Totalhydrolyse der 
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Starke durchgefuhrt und die erhaltenen Hydrolyseprodukte mittels HPAE 
Chromatographie aufgetrennt. Als Standard wurden den Hydrolyseprodukten 
vor der Auftrennung Glucose-6-Phosphat und Glucose-3-Phosphat zugegeben. 
Die mittels HPAE Chromatographie aufgetrennten Hydrolyseprodukte wurden in 
einzelnen Fraktionen aufgesammelt. Mit Fraktion 15 eluierte das zugegebene 
Glucose-6-Phosphat und mit Fraktion 17 das zugegebene Glucose-3-Phosphat. 
Die erhaltenen Fraktionen wurden anschiieliend auf das Vorliegen von 
radioaktiv markiertem Phosphat hin untersucht. Die in den einzelnen Fraktionen 
gemessene Menge an ^^P markiertem Phosphat, gemessen in cpm (Counts per 
minute), welches von dem OK1 Protein oder dem R1 Protein jeweils in die 
Hydrolyseprodukte der phosphorylierten-StSrke eingefQhrt wurde, ist graphisch 
dargestelit. 

5 Nachweis der Autophosphoryllerung des OKI Proteins. Fig. 5 A) stellt 
einen Western Blot dar. Fig. 5 B) zeigt die Autoradiographie eines 
denaturierenden (SDS) Acrylamidgels. Auf beide Gele wurden jeweils die 
gleichen Proben zu gleichen Mengen aufgetragen. Das OKI Protein wurde 
entweder mit randomisiertem radioaktiv markiertem ATP oder mit spezifisch in 
gamma-Position radioaktiv markiertem ATP inkublert. Nach erfolgter Inkubation 
wurden die Proteine entweder auf SO^C oder 95^0 erhitzt. oder in 0,5 M NaOH 
bzw. 0,5 M HCI inkublert. 

6 Nachweis der Obertragung des beta-Phosphatrestes von ATP auf 
StSrke in einer von einem OKI Protein katalysierten Reaktion. Es wurde zur 
Phosphoryllerung von mittels eines R1 Proteins in vitro phosphorylierter Starke, 
isollert aus Blattern einer Arabidopsis tttaliana Mutante, durch ein OKI 
Protein entweder spezifisch in gamma-Position mit ^P markiertes ATP oder 
randomisiertes ^^P ATP eingesetzt. In den jeweillgen mit „contror' bezeichneten 
Experimenten wurde kein OKI Protein zugegeben. Jeder Versuchsansatz 
wurde zweimal unabhSngig voneinander durchgefQhrt. Die Ergebnisse beider 
Versuche sind dargestelit. 
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Fig. 7 Nachweis der Stelgerung der Phosphoryllerungsaktivitat in 

Phosphoryherungsreaktionen. wenn R1 Proteine und OK1 Proteine gleichzeitig 
an der Reaktion betelligt sind. Dargestellt ist der Einbau von Phosphat, 
ausgehend von radioaktiv markiertem ATP (randomisiertes ^^p-ATP). in die 
5 betreffenden Starken durch Messung der Radioaktivitat (cpm] in die 

unterschiedllchen Starken. Weizenstarke wurde dazu in nativer Form mit R1 
Protein (Ansatz 1-1 . Ansatz 1-2) Oder OKI Protein (Ansatz 2). oder in Form von 
m vitro phosphorylierter Weizenstarke mit OKI Protein (Ansatz 3) Inkubiert. 
Ansatz 4 enthielt native Weizenstarke. die gleichzeitig mit R1 Protein und OKI 
10 Protein inkubiert wurde. Jeder Ansatz wurde in drei Wiederholungen 

durchgefuhrt. Zum Vergleich ist die Summe der in den jeweiligen AnsStzen 1-2 
und Ansatzen 3 dargestellt 



15 



20 



25 



Fig.8 Nachweis der gestelgerten Aktivitat durch das Zusammenwirken von 

einem R1 Protein und einem OK1 Protein. MIttels eines R1 Proteins in vitro 
phosphorylierte Weizenstarke wurde fOr 10 MInuten bzw. 30 Minuten mit 
gereinigtem R1 (Ansatz 1) Protein Oder gereinigtem OK1 Protein (Ansatz 2) In 
getrennten Reaktionsansatzen unter Verwendung von randomislertem p/y- 
P^^ATP inkubiert. In einem paralleten Ansatz wurde die glelche phosphorylierte 
Weizenstarke gleichzeitig mit einem R1 Protein und einem OK1 Protein (Ansatz 
3) inkubiert. Ftir alle Reaktionsansatze wurde die Menge des an die Starke 
gebundenen Phosphats im jeweiligen Reaktlonsansatz nach erfolgter 
Inkubation mittels Messung im Szintillationszahler bestimmt. Ebenfalls In der 
Abblldung dargestellt Ist die Summe der Reaktionsansatze. bei welchen jeweils 
nur eines der beiden Enzyme far die Phosphorylierungsreaktion eingesetzt 
wurde. 



30 



Aligemeine Methoden 

Im Folgenden werden Methoden beschrieben. welche zur DurchfQhrung der 
erfindungsgemaUen Verfehren venvendet werden konnen. Diese Methoden stellen 
konkrete AusfQhrungsformen der vorliegenden Erfindung dar. beschranken die 
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vorliegende Erfindung jedoch nicht auf diese Methoden. Dem Fachmann ist bekannt. 
dass er durch Modifikation der beschriebenen Methoden und/oder durch Ersetzen 
einzelner Methodenteile durch alternative Methodenteile die Erfindung in gleicher 
Weise ausfiihren l<ann. 



1 . Herstellung von Proteinextrakten aus pflanzlichen Geweben 

a) Herstellung von Proteinextrakten aus pflanzlichen Geweben 
Blattmaterial wird sofort nach der Ernte in flussigem Stickstoff eingefroren und 
daraufhin im Morser unter flussigem Stickstoff homogenisiert. Das zerkleinerte 
Blattmaterial wird mit dem ca. 3,5-fachen Volumen (bezogen auf das Gewicht des 
eingesetzten Blattmaterials) kaltem (4°C) Bindungspuffer versetzt und fOr 2x 10 s mit 
einem Ultraturrax (maximale Geschwindigkeit) aufgeschlossen. Nach der ersten 
Behandlung mit einem Ultraturrax wird das zerkleinerte Blattmaterial auf Eis 
abgekQhIt. bevor die zweite Behandlung erfolgt. Anschlieliend wird das behandelte 
Blattmaterial durch ein 100 pm Nylonnetz gegeben und 20 min zentrifugiert (50 ml 
Zentrifugengefaii, 20.000xg. 4°C). 

b) Ausfailen der in den Proteinextrakten enthaltenen Proteine 
Der nach Zentrifugation nach Schritt a) erhaltene Oberstand wird abgenommen und 
sein Volumen bestimmt. FQr das AusfSillen von Proteinen wird Ammoniumsulfat Uber 
einen Zeitraum von 30 Minuten kontinuierlich unter RQhren auf Eis bis zu einer 
Endkonzentration von 75% (GewichtA/olumen) dem Oberstand zugegeben. 
Anschliefiend wird der Oberstand fQr eine weitere Stunde auf Eis unter RQhren 
inkubiert. Die aus dem Oberstand ausgefallten Proteine werden bei 20.000xg und 
4»C fur 10 min pelletiert und das Pellet anschliefiend in 5 ml Bindungspuffer 
aufgenommen, d.h. die im Pellet vorliegenden Proteine werden in LOsung gebracht. 

c) Entsalzen der ausgefallten Proteine 

Die gelosten Proteine werden mittels einer mit Sephadex G25 gefullten PD10-Saule 
) (Amersham Bioscience. Freiburg, Prod. Nr. Saulen: 17-0851-01 , Prod. Nr. Sephadex 
G25.M- 17-0033-01) bei einer Temperatur von 4-C entsalzt. d.h. auch das zur 
Ausfallung unter Schritt b) ven-vendete Ammoniumsulfat wird von den gelosten 
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Proteinen abgetrennt. Die PD10-Saule wird vor dem Auftragen der nach Schritt b) in 
Losung gebrachten Proteine mit Bindungspuffer aquilibriert. Dazu werden fQnfmal 
jeweils 5 ml Bindungspuffer uber die Saule gegeben. Anschlieliend werden pro 
Saule 2,5 ml der nach Schritt b) erhaltenen Proteinlosung auf die Saule gegeben, 
5 bevor Proteine mit 3,5 ml Bindungspuffer von der Saule eluiert werden. 

d) Bestimmung der Proteinkonzentration 

Die Proteinl<onzentration wird mit einem Bradford-Essay (Blorad, IVIQnchen, Prod. Nr. 
500-0006 bestimmt (Bradford, 1976, Anal. Biochem. 72, 248-254). 

10 

e) Zusammensetzung des Bindungspuffers [ 
Bindungspuffer: 50 mM HEPES/NaOH (od. KOH), pH 7.2 

1 miVI EDTA 

2 mlVI Dithioerythritol (DTE) 
15 2mM Benzamidin 

2 mlVI 8-Aminocapronsaure 
0.5 mM PMSF 
0.02% Triton X-1 00 

2. Isolierung von Blattstarke 

20 a) Isolierung von Starl<:egranula aus pflanzlichen Geweben 

Blattmaterial wird sofort nach der Emte in flussigem Stickstoff eingefroren. Das 
Blattmaterial wird im Morser portionsweise unter flQsslgem Stickstoff homogenisiert 
und in insgesamt dem ca. 2,5-fachen Volumen (GewichtA/olumen) Starkepuffer 
aufgenommen. Diese Suspension wird zus3tzlich noch einmal im Waring Blendor ftir 

25 20 s bei maximaler Geschwindigkeit homogenisiert. Das IHomogenlsat wird durch ein 
Nylonnetz (100 pm l\/laschenweite) gegeben und 5 l\/linuten bei I.OOOxg zentrifugiert. 
Der Oberstand mit den I6slichen Proteinen wird venA^orfen. 



b) Reinigung der St3rke, isollert aus pflanzlichen Geweben 
30 Das nach Schritt a) erhaltene Starke enthaltende Pellet wird nach Entfemen des auf 
der Starke oben aufliegenden grunen Materials durch abspulen des grunen Materials 
mit Starkepuffer in Starkepuffer aufgenommen und sukzessive durch Nylonnetze 
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unterschiedlicher Maschenwelte (in der Reihenfolge 60 pm, 30 Mm, 20 Mm) gegeben. 
Das Filtrat wird Qber ein 10 ml Percoll-Klssen (95% (v/v) Percoll (Pharmacia, 
Uppsala. Schweden), 5% (v/v) 0,5M HEPES-KOH pH7,2) zentrlfliglert (Correx- 
Rohrchen, 15 min, 2.000xg) zentrifugiert. Das nach dleser Zentrlfugation erhaltene 
5 Sediment wird einmal in Starkepuffer resuspendiert und emeut zentrifugiert (5 min, 
1 .OOOxg,). 

c) Entfernen der an die Starl<e gebundenen Proteine 

Nach Schritt b) werden Starkegranula erhalten, welche an Starke bindende Proteine 
10 enthalten. Die an die Oberflache der Starkegranula gebundenen Proteine werden 
durch viennalige Inkubation mit 0,5 % SDS (Natriumlaurylsulfat) fOr jeweils 10-15 
Minuten be! Raumtemperatur unter SchQtteIn entfernt. Nach jedem Waschschritt 
erfolgt dabel ein Zentrlfugation (5 min, 5.000xg), urn die Starkegranula vom 
betreffenden Waschpuffer abzutrennen. 

15 

d) Reinigung von Protelnen befreiter Starke 

Die nach Schritt c) erhaltene, von an ihre OberflSche bindenden Protelnen befreiten 
Starke, wird anschlieUend durch viermaliges Inkubieren mit Waschpuffer fQr jeweils 
10-15 Minuten bei Raumtemperatur unter Schuttein entfernt. Nach jedem 
20 Waschschritt erfolgt dabei eine Zentrifugation (5 min, 1 .OOOxg), um die Starkegranula 
vom betreffenden Waschpuffer abzutrennen. Diese Reinlgungsschritte dienen vor 
allem der Entfernung des bei Inkubationen nach Schritt c) eingesetzten SDS. 

e) Bestimmung der Konzentratlon von Isolierter Starke 

25 Die Mange der Starke, Isoliert nach Schritt d) wird photometrisch bestimmt. Die 
optlsche Dichte der Starkesuspension wird nach geeigneter VerdQnnung gegen eine 
Eichgerade bei einer Welleniange von 600 nm gemessen. Der llneare Bereich der 
Elchgerade befindet sich zwischen 0 und 0,3 Extlnktlonselnheiten. 
Zur Erstellung der Elchgeraden wird Starke, z.B. Isoliert aus Biattern eIner 

30 Ambidopsis thaliana sex1-3 Mutante unter Vakuum getrocknet, gewogen und in 
einem definierten Volumen Wasser aufgenommen. Die so erhaltene Suspension wird 
in mehreren Schritten jeweils im Verhaltnis 1 zu 1 mit Wasser verdOnnt, bis man eine 
Suspension von ca. 5 pg Starke pro ml Wasser enthalt. Die durch die einzelnen 
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VerdOnnungsschritte erhaltenen Suspenslonen werden Im Photometer bei einer 
Wellenlange von 600 nm vermessen. Die filr die jeweiligen Suspensionen erhaltenen 
Absorptionswerte werden gegen die in der jeweiligen Suspension vorliegende 
Konzentration dej Starke aufgetragen. Die erhaltene Eichgerade sollte in dem 
5 Berelch von 0 pg Starke pro ml Wasser bis 0.3 pg Starke pro ml Wasser einer 
linearen mathematischen Funktion folgen. 

f) Aufbewahrung isolierter Starke 

Die Starke kann entweder direkt, ohne weitere Lagerung fQr weitere Versuche 
10 venwendet werden, oder in Aliquots in 1,5 mL EppendorfgefaiJen bei -20"C gelagert 
werden. Sowohl die eingefrorene Starke, als auch nicht gelagerte, frisch isolierte 
Starke kann gegebenenfalls z.B. fOr die in der vorliegenden Erfindung beschriebenen 
Methoden betreffend in v/fro-Phosphorylierung und/oder Bindungstest eingesetzt 
werden. 

15 

g) Zusammensetzung von verwendeten Puffern 
1x Starkepuffer: 20 mM HEPES-KOH. pH 8.0 

0.2 mM EDTA 
0.5% Triton X-1 00 

20 - 

Waschpuffer: 50 mM HEPES/KOH, pH 7,2 

3. Rekombinante Expression eines identifizlerten Starke phosphorylierenden 
Proteins 

25 a) Herstellung eines bakteriellen Expressionsvektors enthaltend eine cDNA, die 
ein Starke phosphorylierendes Protein codiert 

Die cDNA codierend ein Starke phosphorylierendes Protein kann z.B. unter 
Verwendung von mRNA Oder poly-A-plus-mRNA aus pflanzlichen Geweben als 
..Template" mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PGR) ampllfizlert werden. Dazu wird 
30 zunachst eine reverse-Transkriptase fDr die Herstellung eines zur einem Starke 
phosphorylierenden Protein codierenden mRNA komplementaren cDNA Stranges 
venvendet. bevor der betreffende cDNA Strang mittels DNA-Polymerase amplifiziert 
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wird. So genannte „Kits" enthaltend Substanzen, Enzyme und Anieitungen zur 
DurchfOhrung von PGR Reaktionen sind kauflich erwerbbar (z.B. Superscript™ One- 
Step RT-PCR System, Invitrogen, Prod. Nr.: 10928-034. Die amplifizierte cDNA 
codierend ein Starke phosphorylierendes Protein kann anschliefiend in einen 

5 bakteriellen Expressionsvektor. z.B. pDEST™17 (Invitrogen) kloniert werden. 
pDEST™17 enthalt den T7 Promoter, der zur Initiation der Transkription von der 17- 
RNA-Polymerase verwendet wird. Weiterhin entliSIt der Expressionsvektor 
pDEST™17 in 5'-Richtung vom T7 Promoter eine SInine Dalgarno Sequenz gefolgt 
von einem Start-Codon (ATG) und von einem so genannten His-tag. Dieser His-tag 

10 besteht aus sechs direkt hinterelnander folgenden Codons. die jeweils die 
Aminos§ure Histidin codieren und befindet sich in dem Leseramen des genannten 
Start Codons. Die Klonierung einer cDNA, codierend ein Starke phosplioryllerendes 
Protein in pDEST™17 erfolgt in der Weise. dass eine translationale Fusion zwischen 
den Codons fOr das Start Codon, den His-tag und der cDNA codierend ein Starke 

15 phosphorylierendes Protein entsteht. Dadurch wird nach Transkription. initiiert am T7 
Promoter und anschlieftender Translation ein Starke phosphorylierendes Protein 
erhalten. welches an seinem N-Terminus zusStzliche Aminosauren. beinhaltend den 
His-tag, enthalt. 

Es sind jedoch auch andere zur Expression in Mikroorganismen geeignete Vektoren 
20 zur Expression eines Starke phosphorylierenden Proteins venwendbar. 
Expressionsvektoren und dazugehorige ExpressionsstSmme sind dem Fachmann 
bekannt und in geeigneter Kombination auch kauflich beim entsprechenden 
Fachhandel enwerbbar. 

25 b) Herstellung von Expressionsklonen in Escherichia coli 

Es wird zunachst ein entsprechender Transformations kompetenter E. coli Stamm, 
der eine T7-RNA-Polymerase chromosomal codiert mit dem nach Schritl a) 
hergestellten Expressionsplasmid transformiert und anschliefiend auf durch Agar 
verfestigtem NShrmedium Ober Nacht bei SO^C inkubiert. Als Expressionstamm 

30 eignen sich z.B. BL21 Stamme (Invitrogen Prod. Nr.: C6010-03 die eine T7-RNA- 
Polymerase unter Kontrolle eines mittels IPTG induzierbarem Promoter (lacZ) 
chromosomal codieren. 
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Aus der Transformation hervorgehende Bakterienkolonien konnen mit dem 
Fachmann bekannten Methoden daraufhin untersucht werden, ob sie das 
gewunschte Expressionsplasmid, enthaltend eine das Starke phosphorylierende 
Protein codierende cDNA. enthalten. Es werden dabei Expresslonsklone erhalten. 

c) Expression eines StSrke phosphoryiierenden Proteins in Escherichia co/i 
ZunSchst wird eine Vorkultur hergestellt. Dazu wird ein Expressionsklon eriialten 
nach Schritt b) in 30 ml Terrific Broth (TB-Medium), enthaltend ein Antibiotikum zur 
Selektion auf Anwesenheit des Expressionsplasmldes beimpft und Qber Nacht bei 
30°C unter SchQtteln (250 rpm) inkubiert. 

Anschliedend wird eine Hauptkultur zur Expression eines Starke phosphoryiierenden 
Proteins hergestellt. Dazu werden jeweils 1 Liter Erienmeyer-Kolben, enthaltend 
jeweils 300 ml auf 30°C vorgewSmntes TB-Medium und ein Antibiotikum zur 
Selektion auf Anwesenheit des Expressionsplasmldes mit jeweils 10 ml einer 
entsprechenden Vorkultur beimpft und bei 30°C unter Schuttein (260 rpm) bis zu 
einer Optischen Dichte (gemessen bei einer Wellenlange von 600 nm; ODeoo) von ca. 
0,8 inkubiert. 

Wurde zur Expression eines Starke phosphoryiierenden Porteins ein 
Expressionsplasmid verwendet, bei welchem die Expression des Starke 
phosphoryiierenden Proteins mittels eines induzierbaren Systems initiiert wird (z.B. 
der Expressionsvektor pDEST^"!? in BL21 E. coli Stammen, induzierbar mittels 
IPTG), so wird nach erreichen einer ODeoo von ca. 0,8 der in Hauptkultur der 
betreffende Induktor (z.B. IPTG) zugegeben. Nach Zugabe des Induktors wird die 
Hauptkultur bei SO'C unter SchQtteln (250 rpm) inkubiert, bis eine ODeoo von ca. 1,8 
errelcht ist. AnschlieHend wird die Hauptkultur fQr 30 Minuten auf Eis gekQhIt. bevor 
die Zellen der Hauptkultur durch Zentrifugation (10 Minuten bei 4.000xg und 4*'C) 
vom Kultumnedium abgetrennt werden. 

4. Reinigung eines Starke phosphoryiierenden Proteins 

a) Aufschluss von ein Starke phosphorylierendes Protein exprimierenden Zellen 
Die nach Zentrifugation in Schritt c), Punkt 3 Allgemeine Methoden erhaltenen Zellen 
werden in Lysispuffer resuspendiert. Dabei werden ca. 4 ml Lysispuffer zu etwa 1 g 
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Zellen gegeben. AnschlieBend werden die resuspendlerten Zellen fOr 30 Minuten auf 
Eis inkubiert, bevor sie mit Hilfe einer Ultraschallsonde (Baudelin Sonoplus UW 
2070, Baudelin electronic, Beriin, Einstellungen: Cycle 6, 70%, 1 Minute) unter 
standiger Kuhlung durch Eis aufgeschlossen werden. Dabei ist darauf zu achten, 
5 dass die Zellsuspension wahrend der Ultraschallbehandlung nicht zu stak erwarmt 
wird. Die nach der Ultraschallbehandlung erhaltene Suspension wird Zentrifugiert (12 
Minuten be! 20.000xg, 4*^0) und der nach Zentrifugation erhaltene Uberstand wIrd 
durch einen Filter mit 45 pm Porengrolie filtriert. 

10 b) Reinlgung des Starke phosphorylierenden Proteins 

Handelt es sich be! dem in E. coli Zellen exprlmierten Starke phosphorylierenden 
Protein urn ein Fusionsprotein mit einem His-tag, so kann eine Aufreinigung mit Hilfe 
von Nickelionen erfolgen, an welches das His-tag mit hoher AfflnltSt bindet Dazu 
werden 25 mi des in Schritt d) erhaltenen Filtrates wird mit 1 ml Ni-Agarose-Slurry 

15 (Qiagen, Prod. Nr.: 30210) versetzt und fur 1 Stunde auf Eis inkubiert. Anschliefiend 
wird das Gemisch aus Ni-Agarose-Slurry und Filtrat uber eine Polysteren Saule 
(Pierce, Prod. Nr.: 29920) gegeben. Der Saulendurchlauf wird verworfen. Die Saule 
wird zunachst durch Aufgeben von 8 ml Lysispuffer gewaschen, wobei der Durchlauf 
erneut verworfen wird. Die Elution des Starke phosphorylierenden Proteins erfolgt 

20 dann durch fraktioniertes Aufgeben von zweimal jeweils 1 ml El -Puffer, gefolgt von 
einmal 1 ml E2-Puffer und anschlieliend von funfmal jeweils 1 ml E3-Puffer auf die 
Saule. Der Durchlauf, der be! dem Aufgeben der einzelnen Fraktlon der 
entsprechenden Elutionspuffer (E1-, E2-, E3-Puffer) auf die SSule anfailt, wird in 
voneinander getrennten Fraktionen aufgefangen. Aliquots dieser Fraktionen werden 

25 anschlleBend mittels denaturierender SDS-Acrylamidgeleiektrophorese, gefolgt von 
einer Comassie-Blau Farbung analysiert. Die Fraktionen, welche das Starke 
phosphorylierende Protein in ausrechender Menge und zufriedenstellender Reinheit 
enthalten, werden vereinigt und mit Hilfe von Druckfiltration bei 4X aufkonzentriert. 
Die Druckfiltration kann z,B. mit Hilfe einer Amicon-Zelle (Amicon Ultrafitrtion Cell, 

30 Model 8010, Prod. Nr.: 5121) bei Verwendung einer Diaflo PM30-Membran 
(Millipore, Prod. Nr.: 13212) bei 4°C erfolgen. Zur Konzentrierung konnen aber auch 
andere dem Fachmann bekannte Methoden verwendet werden. 
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c) Zusammensetzung verwendeter Puffer 

Lysispuffer: 50 mM HEPES 
300 mM NaCI 
10 mM Imidazol 
5 pH 8,0 (einstellen mit NaOH) 

1 mg/ml Lysozym (direkt vor Verwendung des Puffers zugeben) 
% Tablette pro 10 ml Proteaseinhibitoren Complete EDTA free, (Roche 
Produkt Nr.: 1873580) (direkt vor Verwendung des Puffers zugeben) 

10 ElutlonspufferEI: 50 mM HEPES 

300 mM NaCI 
50 mM Imidazol 
pH 8.0 (einstellen mit NaOH) 



15 Elutionspuffer E2: 50 mM HEPES 

300 mM NaCI 
75 mM Imidazol 
pH 8.0 (einstellen mit NaOH 

20 Elutionspuffer E3: 50 mM HEPES 

300 mM NaCI 
250 mM Imidazol 
pH 8,0 (einstellen mit NaOH 



25 5. Rekombinante Expression eines R1 Proteins 

Die Rekombinante Expression eines R1 Proteins ist in der Literatur beschrieben 
(Ritte et al., 2002, PNAS 99, 7166-7171; Mikkelsen et al., 2004, Biochemical Journal 
377, 525-532), kann jedoch auch entsprechend der welter oben unter Punkt 3. 
Allgemeine Methoden beschriebenen Methode betreffend die Rekombinante 
30 Expression eines Starke phosphorylierenden Proteins durchgefuhrt werden. 
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6. Reinigung eines R1 Proteins 

Die Aufreinigung eines R1 Proteins ist in der Literatur beschrieben (Ritte et al., 2002, 
PNAS 99, 7166-7171; Mikkelsen et al., 2004, Biochemical Journal 377, 525-532), 
kann jedoch auch entsprechend der welter oben unter Punkt 4. Allgemeine 
5 Methoden beschriebenen Methode betreffend die Reinigung eines Starke 
phosphorylierenden Proteins durchgefQhrt werden, wenn durch Expression von R1 in 
E- coli Zellen ein R1 Fusionsprotein entsteht, welches einen His-tag enthalt. 

7. In vitro Hersteliung von phosplioryiterter-Starke ausgehend von niclit- 
1 0 piiosplioryilerter-Starke 

a) In vitro Phosphorylierung von nicht-phosphorylierter-Starke 

Starke, welche kein Starkephosphat enthalt (z.B, Isoliert aus Endospernn von Mais- 
bzw. Weizenpflanzen Oder mit Hilfe der oben unter Punkt 2, Allgemeine Methoden 
beschriebenen Methode aus Blattem von Arabidopsis thaliana sex1-3 Mutanten), 

15 wird mit R1 Puffer und mit gereinigtem R1 Protein (ca. 0,25 yg R1 Protein pro mg 
Starke) versetzt, so dass sich ein Starkegehalt von 25 mg pro ml ergibt. Dieser 
Reaktionsansatz wird uber Nacht (ca. 15 h) bei Raumtemperatur unter Schuttein 
inkubiert. An die im Reaktionsansatz vorliegende Starke gebundenes R1 wird nach 
Abschluss der Reaktion durch vier maliges Waschen mit jeweils ca. 800 pi 0,5 % 

20 SDS entfemt. Anschlleflend wird das noch in der in vitro phosphorylierten Starke 
vorliegende SDS durch funf maliges Waschen mit jeweils 1 ml Waschpuffer von 
entfernt. Alle Waschschritte finden jeweils bei Raumtemperatur fOr 10 bis 15 Minuten 
unter Schuttein statt. Nach jedem Waschschritt erfolgt eine Zentrlfugation (2 min, 
lO.OOOxg), um die Starkegranula vom betreffenden SDS-Puffer oder Waschpuffer 

25 abzutrennen. 

b) Zusammensetzung verwendeter Puffer 
R1 -Puffer: 50 mM HEPES/KOH, pH 7,5 



1 mM 



EDTA 



30 



6 mM 



MgCl2 
ATP 



0,5 mM 
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Waschpuffer: 50 mM HEPES/KOH, pH 7,2 

8. Bindung von Proteinen an phosphorylierte-Starke bzw. nicht- 
phosphorylierte-Starke 

5 a) Isolieaing von P-Starke-Protein-Komplexen bzw. nicht-phosphorylierter- 
Starke-Protein-Komplexen 

Ca. 50 mg P-Starke, bzw. ca. 50 mg nicht-phosphorylierte Staiice werden in 
getrennten Ansatzen jeweils in ca. 800 pi Proteinextrakt resuspendiert. Die 
Proteinkonzentration der Proteinexlrakte sollte jeweils ca. 4 mg bis 5 mg pro ml 

10 betragen. Die Inkubation der P-Starke bzw. nicht-phosphoryllerten-Starke mit 
Proteinextrakten wird bei Raumtemperatur fQr 15 IVIinuten unter ScliQtteIn bei 4*0 
durctigefdhrt. Nach erfolgter Inkubation werden die Reaktlonsansatze Qber ein 
Percoll-Klssen (4 ml) abzentrifugiert (15 Minuten. 3500 rpm, 4''C). NIcht an 
phospliorylierte Starke bzw. P-Starke gebundene Protelne befinden sich nach 

15 Zentrifugation im Oberstand und kSnnen mit einer Pasteurpipette abgenommen 
werde. Der Oberstand wird verworfen. Das nach Zentrifugation erhaltene 
sedimentierte Pellet enthaltend P-Starke und nicht-phosphorylierte-Starke inclusive 
der an die betreffenden Starken jeweils gebundene Protelne (P-Starke-Protein- 
Komplexe bzw. nicht-phosphorylierter-Starke-Protein-Komplexe), wird zweimal mit je 

20 1 ml Waschpuffer (siehe oben, Allgemeine Methoden unter Punkt 7.b)), durch 
Inkubation fQr jeweils 3 Minuten bei 4°C unter SchQtteIn gewaschen. Nach jedem 
Waschschritt erfolgt eine Zentrifugation (5 Minuten, 8000 rpm, 4°C in einer 
Tischzentrifuge, Hettich EBA 12R). um die P-Starke, bzw. nicht-phosphorylierte- 
Starke von dem Waschpuffer abzutrennen. 

25 

b) In Ldsung bringen der in den P-StSrke-Protein-Komplexen bzw. nlcht- 
phosphorylierter-Starke-Protein-Kompiexen gebundenen Proteinen 
Die nach Schritt a) erhaltenen P-Starke-Proteln-Komplexe bzw. nlcht- 
phosphorylierte-Starke-Protein-Komplexe werden jeweils In ca. 150 pi SDS- 
30 Probenpuffer resuspendiert und 15 Minuten unter SchQtteIn bei Raumtemperatur 
inkubiert. Anschlieliend wird die P-Starke bzw. nicht-phosphorylierte-Starke von den 
in Losung gebrachten Proteinen durch Zentrifugation (1 Minute, 13.000 rpm, 
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Raumtemperatur, Eppendorf Tischzentrifuge) abgetrennt. Der nach Zentrifugation 
erhaltene Uberstand wird zur Entfernung jeglicher Reste von P-Starke bzw. nicht- 
phosphorylierte-Starke noch einmal zentrifugiert (1 Minute. 13.000 rpm, 
Raumtemperatur, Eppendorf Tischzentrifuge) und abgenommen. Es werden dadurch 
in Losung gebrachte Proteins, die an P-Starke bzw. nicht-phosphorylierte-Starke 
binden, eriialten. 



c) Zusammensetzung verwendeter Puffer 
SDS-Probenpuffen 187,5 mlVI Tris/HCI pH 6,8 

6 % SDS 

30 % Glycerin 

-0,015% Bromphenolblau 

60 mM DTE (frisch zusetzen!) 

Percoll: Percoll wird uber Naclit gegen eine Losung, besteliend aus und 25 mlVI 
HEPES / KOH, pH 7,0 dialysiert 



9. Auftrennung von Proteinen, die an P-Starke und/oder nicht- 
phosphorylierte-Starke binden 

Die nach Schritt c) unter Punkt 8. Allgemelne Methoden betreffend die Blndung von 
Proteinen an P-Starke bzw. nicht-phosphorylierte-Starke erhaltenen in Losung 
gebrachten Proteine werden jeweils fur 5 Minuten bei 95"C inkubiert und 
anschlieflend mit Hilfe denaturierender Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt. 
Dabei wird fQr die durch Bindung an P-Starke und fOr die durch Bindung an nicht- 
phosphorylierte-Starke erhaltenen in Ldsung gebrachten Proteine jeweils ein 
gleiches Volumen auf das Acrylamidgel aufgetragen. Das nach erfolgter 
Elektrophorese erhaltene Gel wird mindestens Qber Nacht mIt kolloidalem Comassle 
(Roth, Karlsnjhe, Roti-Blue Rod. Nr.: A152.1) gefSirbt und anschlielSend in 30 % 
Methanol, 5 % EsslgsSure. Oder in 25% Methanol entfarbt. 
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10. Identifizierung und Isolierung von an P-StSrke und/oder nicht- 
phosphorylierte-Starke bindenden Proteinen 

a) Identifizierung von Proteinen mit erhohter Bindungsaktivitat gegenQber P- 
Starke im Vergleich zu nlcht-phosphorylierter-Starke 
5 Proteine, die, nach Auftrennung mitteis Acrylamidgejeiektropliorese und 
anschlieBender Siclitbamnactiung durch Farbung (siehe oben, Punkt 9. Allgemeine 
l\/Iethoden), ein verstarktes Signal nach BIndung an P-Starke im Vergleich zu einem 
entsprechenden Signal nach BIndung an nicht-phosphorylierte-Starke zeigen, weisen 
eine erhOhte Bindungsaktivitat gegenQber P-Starke Im Vergleich zu nlcht- 
10 phosphorylierter-Starice auf. Dadurch kdnnen Proteine, die eine erhQhte 
Bindungsaktivitat gegenQber P-Starke Im Vergleich zu nlcht-phosphorylierter-Starke 
aufweisen, Identlfizlert werden. Proteine, die eine erhohte Bindungsaktivitat 
gegenOber P-StSrke Im Vergleich zu nicht-phosphorylierter-Starke aufweisen, 
werden aus dem Acrylamidgel ausgeschnitten. 

15 

Identifizierung der AmlnosSuresequenz von Proteinen, die eine erhohte 
Bindungsaktivitat gegenQber P-Starke im Vergleich zu nicht-phosphorylierter-Starke 
aufweisen 

Nach Schritt a) identifizierte Proteine werden mit Trypsin verdaut und die erhaltenen 
20 Peptide zur Ermittlung der Massen der erhaltenen Peptide mittels MALDI-TOF 
analyslert. Trypsin ist eine sequenzspezlfische Protease, d.h. Trypsin spaltet 
Proteine an einer vorgegebnen Stelle nur dann, wenn die betreffenden Proteine 
bestlmmte Aminosauresequenzen enthalten. Trypsin spaltet Peptldblndungen Immer 
dann, wenn vom N-Tenminus ausgehend die Aminosauren Arginin und Lysin 
25 aufeinander folgen. Dadurch Ist es moglich, samtllche Peptide, die nach Trypsin 
Verdau eIner Aminosduresequenz entstehen wQrden, theoretisch zu ermlttein. Durch 
die Kenntnis der die theoretisch enmlttelten Peptide codlerenden Aminosauren 
konnen auch die Massen der Peptide, die nach theoretlschem Trypsin Verdau 
erhalten werden, ermlttelt werden. Datenbanken (z.B. NCBInr 
30 http://prospector.ucsf.edU/ucsflitml4.0/msfit.htm; Swissprot 
http://cbrg.inf.ethz.ch/Server/MassSearch.html) die Informationen uber die Massen 
von Peptiden nach theoretischem Trypsin Verdau enthalten, konnen daher mit den 
real mittels MALDI-TOF-MS erhaltenen Massen von Peptiden unbekannter Proteine 
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verglichen werden. Aminosauresequenzen, die gleiche Peptidmassen nach 
theoretischem und/oder realem Trypsin Verdau aufwelsen, sind als identlsch 
anzusehen. Die betreffenden Datenbanken enthalten sowohl Peptidmassen von 
Proteinen, deren Funktion bereits nachgewiesen wurde, als aucli Peptidmassen von 
5 Proteinen, welche bisher nur hypothetisch durch Ableitung von 
Aminosauresequenzen ausgehend von in Sequenzierprojekten erhaitenen 
Nucleinsauresequenzen existieren. Die tatsachliche Existenz und die Funktion 
solcher hypothetisclien Proteine ist daher selten nacligewiesen und wenn uberliaupt 
eine Funktion angegeben ist, dann bemlit diese meist alleinig auf Vorhersagen, 

1 0 jedoch niclit auf einem tatsaclilichen Nacliweis der Funktion. 

Banden, entlialtend nach Schritt a) identifizierte Proteine werden aus dem 
Acrylamidgel ausgeschnitten; das ausgesclinittene AcrylamidstQck wird zerkleinert 
und durcli Inkubation fOr ca. eine halbe Stunde bei 37°C In ca. 1 ml 60% 50mM 
NH4HCO3, 40% Acetonitrll entfarbt. Anschliefiend wird die Entfarbelosung 

15 abgenommen und das verblelbende Gel unter Vakuum (z.B. Speedvac) getrooknet. 
Nach Trocknung wird Trypsinlosung zum Verdau des In dem betreffenden GeistUck 
enthaltenen Proteins hinzu gegeben. Der Verdau erfolgt Qber Nacht bei SZ'C. Nach 
dem Verdau wird wenig (bis das Acrylamidgel sich wellillch fSrbt) Acetonitrll 
zugegeben und der Ansatz unter Vakuum (z.B. Speedvac) getrocknet. Nach erfolgter 

20 Trocknung wird so viel 5%ige AmeisensSure zugegeben, dass die getrockneten 
Bestandteile gerade bedeckt sind und fur elnige Minuten bei S/'C inkubiert. Die 
Behandlung mit Acetonitrll gefolgt von der Trocknung wird einmal wiederholt. 
AnschlieUend werden die getrockneten Bestandteile in 0.1% TFA (Triflouressigsaure, 
5 |j| bis 10 pi) aufgenommen und in ca. 0,5 pi Portionen auf einen Trager aufgetropft. 

25 Auf den Trager werden ebenfalls gleiche Mengen Matrix (B-Cyano-4- 
hydroxyzimtsaure) aufgegeben. Nach Auskristallisieren der Matrix werden die 
Massen der Peptide mittels MALDI-TOF-MS-MS (z.B. Burker Reflex™ II, Bruker 
Daltonic, Bremen) ermlttelt. Mit den erhaitenen Massen werden Datenbanken auf 
Aminosauresequenzen hin durchsucht, welche nach theoretischem Trypsinverdau 

30 gleiche Massen ergeben. Somit kOnnen Aminosauresequenzen identiflziert werden, 
welche Proteine codieren, die bevorzugt an phosphorylierte alpha-1 ,4-Glucane 
binden und/oder P-alpha-1,4-Glucane als Substart benotigen. 
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11. Verfahren zum Nachweis von St3rke phosphorylierender AktivitMt eines 
Proteins 

a) Inkubation von Protefnen mit P-Starke und/oder nicht-phosphorylierter-Starke 
Um nachzuweisen, ob ein Protein eine St§rke phosphorylierende Aktivitat aufWeist, 

5 konnen zu untersuchende Proteine mtt StSrke und radioaktiv markiertem ATP 
jnkublert werden. Dazu werden ca. 5 mg P-Starke bzw. ca. 5 mg nicht- 
phosphorylierte-Starke mit dem zu untersuchenden Protein (0,01 pg bis 5,0 pg pro 
mg eingesetzter Starke) in 500 pi Phosphorylierungspuffer fur 10 Minuten bis 30 
Minuten bei Raumtemperatur unter SchQtteIn inkubiert. AnschlieBend wird die 

10 Reaktion durch Zugabe von SDS bis zu einer Konzentration von 2% 
(GewichtA/olumen) gestoppt. Die im jeweiligen Reaktionsgemiscli voriiegenden 
Starkegranula werden abzentrifugiert (1 Minute, 13.000xg), einmal mit 900 pi einer 2 
% SDS Losung und jewells viermal mit 900 \i\ einer 2 mlVI ATP Losung gewasctien. 
Jeder Waschschritt wird fQr 15 l\/linuten bei Raumtemperatur unter Schuttein 

15 durchgefQIirt. Nacin jedem Wascfiscliritt werden die Starkegranula durch 
Zentrifugation (1 Minute, IS.OOOxg) vom betreffenden Waschpuffer abgetrennt. 
Zusatzlich sollten be! der DurchfQhrung eInes Experimentes zum Nachweis von 
Starke phosphorylierender Aktivitat eInes Proteins weitere Reaktionsansatze, die 
kein Protein oder inaktlviertes Protein enthalten, ansonsten aber in gleicher Weise 

20 wie die beschrlebenen Reaktionsansatze behandelt werden. als so genannte 
Kontrollen mitgefOhrt werden. 

b) Ermittlung der Menge an durch enzymatlsche Aktivitat In die P-Starke 
und/oder nicht-phosphorylierte-Starke eingebauten Phosphatreste 

25 Die nach Schritt a) erhaltenen Starkegranula konnen auf des Vorliegen von 
radioaktiv markierten Phosphatresten hin untersucht werden. Dazu wird die jeweillge 
Starke in je 100 \i\ Wasser resuspendiert und mit jeweils 3 ml Scintillationscocktail 
(z.B. Ready Safe™, BECKMANN Coulter) versetzt und anschlieliend mit Hilfe eines 
Scintillationszahlers (z.B. LS 6500 Multi-Purpose Scintillation Counter, BECKMANN 

30 COULTER™) anaiysiert. 

c) Identifizlerung von Protelnen, die bevorzugt P-Starke als Substart venvenden 



-78- 

BCS 04-5012 

Wird ein Protein in getrennten AnsStzen einmal mit P-StSrke und einmal mit nicht- 
phospiiorylierter-Starlce nach der unter a) beschriebenen Methode Inl^ubiert, so l<ann 
durch Vergleicli der nach Schritt b) erhaltenen Werte fur das Vorliegen von 
Starl<ephosphat ermittelt werden, ob das betreffende Protein mehr Phosphat in P- 
Starke im Vergleich zu nicht-phosphorylierter-Starke eingebaut hat. Damit konnen 
auch Proteine identifiziert werden, die Phosphat in P-Starke, nicht jedoch in nicht- 
phosphorylierte-Starke einfuhren kOnnen. D.h. es konnen Proteine Identifiziert 
werden, die bereits phosphorylierte Starke als Substart fOr eine weitere 
Phosphorylierungsreaktlon benStigen. 

d) Zusammensetzung verwendeter Puffer 
Phosphorylierungs-Puffer: 

50 mM HEPES/KOH, pH 7,5 

1 mlVI EDTA 

6 mlVI MgCl2 

0,01 bis 0,5 mM ATP 

0,2 bis 2 pCi pro ml randomislertes ^¥-ATP (alternativ kann auch ATP 
eingesetzt werden. welches einen spezifisch in beta-Position markierten 
Phosphatrest enthSit) 

Unter dem Begriff ..randomisiertes ATP" soli Im Zusammenhang mit der vorliegenden 
Erfindung ATP verstanden werden, welches sowohl in gamma-Position, als auch in 
beta-Position markierte Phosphatreste enthait (Ritte et al. 2002, PNAS 99, 7166- 
7171). Randomisiertes ATP wlrd in der wissenschafllichen Literatur auch als 
Beta/gamma-ATP bezeichnet. Eine Methode zur Herstellung von randomlslertem 
ATP ist im Folgenden beschrieben. 
i) Herstellung von randomlslertem ATP 

Der hier beschriebenen Methode zur Herstellung von randomlslertem ATP mit Hilfe 
von Enzym katalysierten Reaktionen llegen folgende Reaktionsmechanismen zu 
Grunde: 

1. Reaktionsschritt: 

y^^P-ATP + AMP + Myoklnase -> p^^P-ADP + ADP 
(Adenosin-P-P-3^ + Adenosin-P -» Adenosin-P-P + Adenosin-P-^^P) 
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2. Reaktionsschritt: 

^^P-ADP + ADP + 2 PEP + Pyruvatkinase p^^P-ATP + ATP + 2 Pyruvat 
(Adenosin-P-P + Adenosin-P-^^P + 2 PEP Adenosin-P-P-P + Adenosin-P-^^P-P + 
2 Pyruvat) 

5 Die Reaktionsgleichgewichte liegen auf Produktseite, trotzdem entsteht bei dieser 
Reaktion eine Mischung aus groBtenteils p^^P-ATP und etwas y^^P-ATP. 

II) DurchfDhrung des 1. Reaktionsschrittes 

ATP (100 |jCI, 3000 CI pro mmol), welches einen In gamma-Position mit ^^P 
10 markierten Phosphatrest enthait (Hartmann Analytic, .10 [iC\/\i\), wird mIt 2 pi 
Myokinase (AMP-phosphotransferase, aus Kanlnchen Muskel; SIGMA, Prod. Nr.: 
M3003 3,8 mg/ml, 1,626 Unlts/mg) in 90 |jl Randomlslerungspuffer fQr 1 Stunde bel 
37''C Inkubiert. Anschlleflend wIrd die Reaktion durch Inkubation fur 12 IVIInuten bel 
gS'C gestoppt, bevor der Reaktionsansatz mittels Zentrifugalfiltartion uber einen 
15 l\/1icrocon YM 10 Filter (Amicon, IVIillipore Prod. Nr. 42407) bei 14.000xg fur 
mindestens 10 Minuten aufgerelnigt wird. 

iii) Durchfulinjng des 2. Reaktionssciirittes 

Dem in Schritt ii) erhaltenen Filtrat werden 2 pi Pyruvatkinase (zur Herstellung einer 
20 entspreclienden Losung siehe unten) und 3 pi 50 mM PEP (Phosphoenolpyruvat) 
zugegeben. Diese Reaktionsgemisch wird fQr 45 Minuten bei SO'C inkubiert, bevor 
die Reaktion durch Inkubation bei 95°C fur 12 Minuten gestoppt wird. Anschlieftend 
wird das Reaktionsgemisch zentrlfugiert (2 Minuten, 12.000 rpm in einer 
Eppendorftischzentrifuge). Der nach Zentrifugation erhaltene, randomislertes ATP 
25 enthaltende Oberstand wird abgenommen, allquotlert und kann bei -20'*C gelagert 
werden. 

Herstellung der Pyruvatkinase Ldsung 

15 pi Pyruvatkinase (aus Kaninchenmuskel, Roche. Prod. Nr. 12815). 10 mg/ml. 200 
30 Units/mg bei 25 °C) werden abzentrifugiert, der Oberstand venworfen und das Pellet 
in 27 pi Pyruvatkinasepuffer aufgenommen. 

iv) Verwendete Puffer 

Pyruvatkinasepuffer: 50 mM HEPES/KOH pH 7,5 
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1 mM 



EDTA 



Randomisierungspuffer: 100 mM 

1 mM 



HEPES/KOH pH 7,5 



EDTA 



6 



5 mM 



5 mM 



10 % 



Glycerol 

MgCb 

KCI 



0.1 mM 
0,3 mM 



ATP 



AMP 



10 



12. Nachweis der Autophosphorylierung eines Proteins 

Um nachzuweisen, ob ein Protein eine autophosphorylierende Aktivitat aulweist, 
kdnnen zu untersuchende Proteins mit radioalctiv markiertem ATP inkubiert werden. 
Dazu werden zu untersuchende Proteine (50 pg bis 100 pg) in 220 pi 

15 Phosphorylierungspuffer (siehe oben, Punkt 12 d), Allgemeine Methoden) fiir 30 
Minuten bis 90 Minuten bei Raumtemperatur unter SchOtteln inkubiert. Anschlieliend 
wird die Reaktion durch Zugabe von EDTA bis zu einer Endkonzentration von 0,1 1 M 
gestoppt. Ca. 2 pg bis 4 pg Protein werden mit Hiife denaturlerender 
Polyacrylamidgelelektrophiorese (7,5%iges Acrylamidgel) aufgetrennt. Das nacin 

20 Poiyacrylamidgelelektropliorese erlialtene Gel wIrd einer Autoradiograpliie 
unterzogen. Proteine, die in der Autoradiographie ein Signal zeigen, tragen einen 
radioaktiven Phospliatrest. 

13. Identifizierung der C-Atom-Positionen der GlucosemolekUle eines aiplia- 
25 1,4-Glucans, in welche Pliosphatreste durch ein Starke 

pliospliorylierendes Protein eingefuiirt werden 

Welciie C-Atom-Positionen der GlucosemolekQIe eines alpha-1 ,4-Glucans von einem 
Protein piiosplioryliert werden, kann durch Hydrolyse der durch ein betreffendes 
Protein in vitro phosphorylierten erhaltenen Glucane, anschlleBender Auftrennung 
30 der nach Hydrolyse erhaltenen Glucosemonomere, gefolgt von Messung des durch 
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ein betreffendes Protein eingebautes Phosphat in bestimmte Fraktionen der 
GlucosemolekOie gefuhrt nachgewiesen werden. 

a) Totalhydrolyse der alpha-1 ,4-Glucane 

5 Alpha-1 ,4-Glucan enthaltende Wasser-Susupensionen werden zentrifugiert. das 
sedimentierte Pellet anschliedend In 0,7 M HCI (Baker, zur Analyse) resuspendiert 
und unter Schuttein fDr 2 Stunden bei 95-C inkubiert. Nach erfolgter Inkubation 
werden die Proben kurz abgekQhIt und zentrifugiert (z.B. 2 Minuten lO.OOOxg). Der 
erhaltene Oberstand wird in ein neues Reaktionsgefali QberfQhrt und durch Zugabe 

10 von 2 M NaOH (Baker, zur Analyse) neutralisiert. Falls ein Pellet zurOck bleibt, wird 
es in 100 pi Wasser resuspendiert und die Menge des darin vorliegenden markierten 
Pliosphates zur Kontrolle bestimmt. 

Der neutralisierte Oberstand wird anschlieliend Ober einen 10 kDa Filter zentrifugiert. 
Durch Messung eines Aliquots des erhaltenen Filtrates wird die Menge an 
1 5 markiertem Phosphat im Filtrat z.B. mit Hilfe eines Scintillationszahlers bestimmt. 

b) Fraktionierung der Hydrolyseprodukte und Ermittlung der phosphorylierten C- 
Atom Positionen 

Die mittels Schritt a) erhaltenen neutralisierten Filtrate der Hydrolyseprodukte kdnnen 
20 (bei Venwendung von radioaktiv markiertem ATP etwa 3.000 cpm) mit Hilfe von z.B. 
Hoch-Druck-Anionenaustausch-Chromatographie (HPAE) aufgetrennt werden. Zur 
Einstellung des fQr die HPAE benotigten Volumens kann das neutralisierte Filtrat mit 
H2O verdQnnt werden. Weiterhin wird den entsprechenden Filtraten als interne 
Kontrolle jeweils Glucose-6-Phosphat (ca. 0.15 mM) und Glucose-3-Phosphat (ca. 
25 0,3 mM) zugegeben. Die Auftrennung mittels HPAE kann z.B. mit Hilfe einer Dionex 
Aniage DX 600 Bio Lc unter Venwendung eIner GarboPac PA 100 Saule (mit 
entsprechender Vorsaule) und eines gepulsten amperometrischen Detektors (ED 50) 
Detektors erfolgen. Dabei wird vor Injektion der Probe die Saule zunSchst fOr 10 
Minuten mit 99% Eluent C und 1% Eluent D gespQIt. Anschlieliend werden jeweils 60 
30 pi Probenvolumen Injiziert. Die Elution der Probe erfolgt durch folgende 
Bedingungen: 

Fluflrate: 1 ml pro Minute 

Gradient: linear ansteigend von 0 Minuten bis 30 Minuten 
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Eluent C 



Eluent D 



0 Minuten 



99% 



1% 



30 Minuten 



0% 



100% 



35 Minuten 



0% 



100% 



5 



Stop des Laufes 



Die von der SSuie eluierten Hydrolyseprodukte werden in einzelnen Fraktionen von 
je 1 ml aufgefengen. Da den injizierten Proben der Hydrolyseprodukte jeweils nicht 
markiertes Glucose-3-Phosphat (RItte et al. 2002, PNAS 99. 7166-7171) und nicht 

10 markiertes Glucose-6-Phospliat (Sigma. Prod. Nr.: G7879) als interne Standards 
zugemlscint wurden. kSnnen mittels gepulster amperometrischer Detektion die 
Fraktionen ermittelt werden. welche entweder Glucose-3-Phospliat oder Glucose-6- 
Pliosphat enthalten. Durcli Messung der Menge an markierten Phosphaten in den 
einzelnen Fraktionen und anschlieBendem Vergleich mit den Fraktionen, welciie 

15 Glucose-3-Phosphat Oder Glucose-6-Phosphat enthalten, konnen damit diejenigen 
Fraktionen ermittelt werden, in welchen markiertes Glucose-6-Phosphat oder 
markiertes Glucose-3-Phosphat enthalten ist. Die Menge des markierten Phosphates 
in den betreffenden Fraktion wird bestimmt. Durch die VerhSltnisse der fQr markiertes 
Phosphat gemessenen Mengen an Glucose-3-Phosphat zu Glucose-6-Phosphat in 
20 den einzelnen Hydrolyseprodukten, kann nun emiittelt werden, welche C-Atom- 
Position von einem alpha-1 ,4-Glucan phosphorylierenden Enzym bevorzugt 
phosphoryliert wird. 

c) Verwendete Puffer 
25 Eluent C: 100 mM NaOH 
Eluent D: 100 mM NaOH 

500 mM Natriumacetat 

14. Transformation von Reispflanzen 

30 Reispflanzen wurden nach der von Hiei et al. (1994, Plant Journal 6(2), 271-282) 
beschriebenen Methode transformiert. 
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15. Transformation von Weizenpflanzen 

Welzenpflanzen wurden nach der bei Becker et al. (1994, Plant Journal 5, 299-307) 
beschriebenen Methode transformiert. 

5 16. Transformation von Maispflanzen 

Unrelfe Embryonen von Maispflanzen der LInle A188 wurden nach der bel Ishlda et 
al. (1996, Nature Biotechnology 14, 745-750) beschriebenen Methode transformiert. 

17. Bestlmmung des Gehaltes an Starkephosphat 

10 a) Bestlmmung des C-6-Phosphatgehaltes 

In der Starke kGnnen die Positlonen C2, C3 und C6 der Glukoseeinhelten 
phosphoryliert sein. Zur Bestlmmung des C6-P-Gehaltes der Starke werden 50 mg 
Starke In 500 jxl 0,7 M HCI 4 h bel 95°C hydrolysiert. Anschliedend werden die 
Ansatze fOr 10 min bei 15500 g zentrifugiert und die Oberstande abgenommen. Von 

15 den Oberstanden werden 7|ji mit 193 pi Imidazol-Puffer (100 mM Imldazol, pH 7,4; 5 
mM MgCIa, 1 mM EDTA und 0,4 mM NAD) gemischt. Die Messung wurde im 
Photometer bei 340 nm durchgefuhrt. Nach der Etabllerung einer Basisabsorption 
wunje die Enzymreaktlon durch die Zugabe von 2 Einhelten (units) Glukose-6- 
Phosphat Dehydrogenase (von Leuconostoc mesenteroides, Boehringer Mannheim) 

20 gestartet. Die AbsorptionsSnderung 1st direkt proportional zur Konzentration des G-6- 
P Gehaltes der Starke. 

b) Bestlmmung des Gesamtphosphatgehaltes 

Die Bestlmmung des Gesamtphosphatgehaltes erfolgte nach der Methode von Ames 

25 (Methods In Enzymology VIII, (1966), 115-1 18). 

Es werden ca. 50 mg Starke mIt 30 pi ethanolischer Magneslumnltrat-LOsung 
versetzt und drei Stunden bei SOO'C im Muffelofen verascht. Der RQckstand wird mit 
300 pi 0,5 M Salzsaure versetzt und 30 mIn bei 60°C inkubiert. AnschlleHend wird ein 
Aliquot auf 300 pi 0,5 M SalzsSure aufgefullt, zu einer Mischung aus 100 pi 10%lger 

30 Ascorblnsaure und 600 pi 0,42% Ammonlummolybdat In 2 M SchwefelsSure 
gegeben und 20 min bei 45''C Inkubiert. 
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c) Bestimmung des Gehaites an C-6-Phosphat und C-3-Phosphat 
Zur Bestimmung des Gehaites an Phosphat, welcher in C-6-Position und in C-3- 
Position der Glucosemolekule eines alplia-1 ,4-Glucans gebunden ist, konnen die 
5 betreffenden Glucane nacli Totalhydrolyse nacli der unter Allgemeine IVIetlnoden 13 
angefulirten Metliode mittels HPAE aufgetrennt werden. Die IVIengen an Glucose-6- 
Phosphat und Glucose-3-Pliospliat konnen durch Integration der einzelnen, nach 
HPEA Aufrennung erhaltenen Peakflachen emnittelt werden. Durch Vergleich der 
erhaltenen Peakflachen fQr Glucose-6-Phosphat und Glucose-3-Phosphat In 
10 unbekannten Proben, mit den Peakfachen, die nach Auftrennung mittels HPEA mit 
bekannten l\/Iengen an Glucose-6-Phosphat und Glucose-3-Phosphat erhalten 
werden, kann die Menge von Glucose-6-Phosphat und Glucose-3-Phosphat In den 
zu untersuchenden Proben bestimmt werden. 

15 

Beispieie 

1. Isolierung eInes Proteins aus Arabidopsis thallana, welches eine erhohte 
Bindungsaktlvitat gegeniiber P-Starke im Vergleich zu nicht- 
20 phosphorylierter-Starlte aufweist 

a) Herstellung von Protelnextrakten aus Arabidopsis thaliana 
Proteinextrakte wurden aus etwa 7 g BISttem (Frischgewicht) von Arabidopsis 
ttialiana (Okotyp Columbia, Col-O) nach dem unter Punkt 1, Allgemeine Methoden 
beschriebenen Verfahren hergestellt. 

25 

b) Isolierung von StSrkegranula aus Biattern von sex1-3 Mutanten von Arabidopsis 
ttialiana 

Starkegranula wurden aus etwa 20 g (Frischgewicht) aus Biattern einer sex1-3 
Mutante von Arabidopsis ttialiana nach dem unter Punkt 2., Allgemeine Methoden 
30 beschriebenen Verfahren isoliert. 
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c) In vitro Phosphorylierung von Starke, isoliert aus einer sex1-3 Mutante von 
Arabidopsis thaliana mit gereinigtem R1 Protein 

Etwa 30 mg nicht-phosphorylierte-Starke, isoliert aus einer sex1-3 Mutante von 
Arabidopsis tfialiaria wurde nach dem unter Punkt 7.. Allgemeine Methoden 
beschriebenen Verfahren mittels eines rekombinant in E. coli exprimierten und 
gereinlgten R1 Proteins phosphoryliert. Zur Expression des R1 Proteins in E. coli und 
zur anschlielienden Aufreinigung wurden die bei Ritte et al. (2002, PNAS 99, 7166- 
7171) besciirieben Verfahren venwendet. 

d) Isolierung von Protelnen, die an P-StSrke und/oder nlcht-phosphoryllerte-Starke 
binden 

Protelnextrakte von Arabidopsis thaliana, erhalten nach Schritt a) wurden in einem 
Ansatz A mit 50 mg der nach Schritt c) hergestellten in vitro phosphorylierten St3rke 
nach dem unter Punkt 8 a), Allgemeine Methoden beschriebenen Verfahren inkubiert 
und gewaschen. 

In einem zweiten Ansatz B wurden Protelnextrakte von Arabidopsis thaliana, erhalten 
nach Schritt a) mit 50 mg der nach Schritt b) hergestellten nicht-phosphorylierten- 
Starke nach dem unter Punkt 8 a), Allgemeine Methoden beschriebenen Verfahren 
inkubiert und gewaschen. 

AnschliefXend wurden die an P-Starke des Ansatzes A und die an nicht- 
phosphorylierte-Starice des Ansatzes B nach dem unter Punkt 8 b), Allgemeine 
Methoden beschriebenen Verfahren in L6sung gebracht. 

In einem dritten Ansatz C wurden 50 mg der nach Schritt c) hergestellten in vitro 
phosphorylierten Starke nach dem unter Punkt 8 a), Allgemeine Methoden 
beschriebenen Verfahren inkubiert und gewaschen. Ansatz C enthlelt jedoch keinen 
Proteinextrakt. 

e) Auftrennung der nach Schritt d) ertialtenen Proteine mittels 

Acryiamidgelelektrophorese 
Die In Schritt d) erhaltenen Proteine der Ansatze A, B und C wurden mittels einem 
9%igem Acrylamidgel unter denaturierenden Bedingungen (SDS) nach dem unter 
Punkt 9., Allgemeine Methoden beschriebenen Verfahren aufgetrennt und 
anschlieliend mit Comassie Blau gefarbt. Das gefSrbte Gel ist in Fig. 1 dargestellt. Es 
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ist deutlich zu erkennen, dass ein Protein, welches Im denaturlerenden Acrylamidgel 
bezogen auf eine Protelnstandardmarker (Spur M) ein Molekulargewicht von ca. 130 
kDa autweist, bevorzugt an phosphorylierte Starke Spur P) im Vergleich zu nicht- 
phosphorylierter-Starke (K) bindet. 

f) identlfizierung des Proteins, das bevorzugt an P-Starke im Vergleich zu nicht- 

phosphorylierter-Starke bindet 
Die in Sciiritt e) identlfizierte Bande des Proteins mit einem Molekulargewicht von ca. 
130 kDa wurde aus dem Gel ausgeschnitten. Anschlieliend wurde das Protein wie 
unter Allgemeine Methoden 10 b) beschrieben, aus dem Acrylamid herausgeldst. mIt 
Trypsin verdaut und die erhaltenen Peptidmassen mittels MALD-TOF-MS bestlmmt. 
Der durch MALDI-TOF-MS erhaltene so genannte „Flngerprint" wurde mit in 
Datenbanken (Mascot: http://www.matrlxscience.com/search_form_select.html; 
Propound: http://1 29.85.1 9. 1 92/profound_bin/WebProFound.exe; PepSea: 
http://195.41.108.38/PepSealntro.html) enthaltenen Fingerprints theoretisch 
verdauter AminosauremolekDIe verglichen. Da ein solcher Fingerprint sehr spezifisch 
fur ein Protein ist, konnte ein AminosauremolekOI identifiziert werden. Mit Hilfe der 
Sequenz dieses AminosauremolekUls konnte eine ein OKI Protein codierende 
Nucleinsauresequenz aus Arabidopsis thaliana isoliert werden. Das mit diesem 
Verfahren identifizierte Protein wurde mit A.t.-OK1 bezeichnet Nach Analyse der 
Aminosauresequenz des OK1 Proteins aus Arabidopsis ttialiana, ergab sich, dass 
diese von der in der Datenbank vorliegenden Sequenz (NP 198009, NCBI) abweicht. 
Die in SEQ ID No 2 dargestellte Aminosauresequenz codlert das A.t.-OK1 Protein. 
SEQ ID No 2 enthait im Vergleich mit der Sequenz der Datenbank (Ace: NP 
198009.1, NCBI) Anweichungen. Die in SEQ ID No 2 enthaltenen AminosSuren 519 
bis 523 (WRLCE) und 762 bis 766 (VRARQ) sind nicht in der Sequenz, welche in der 
Datenbank voriiegt (ACC: NP 198009.1) enthalten. GegenQber der Version 2 der 
Datenbanksequenz (Ace: NP 198009.2) enthSIt die in SEQ ID NO 2 dargestellte 
Aminosauresequenz noch die zusatzlichen Aminosauren 519 bis 523 (WRLCE). 

2. Klonierung einer cDNA, die das identifizierte OKI Protein codiert 

Die A.t.-OKI cDNA wurde mit Hilfe reverser PGR unter Verwendung von mRNA, 
isoliert aus Slattern von Arabidopsis tiialiana isoliert. Dazu wurde ein cDNA Strang 
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mittels reverser Transkriptase SuperScripf^ First-Strand Synthesis System for RT 
PGR, Invitrogen Prod. Nr.: 11904-018) synthetisiert, welcher dann unter Venvendung 
von DNA Polymerase amplifiziert (Expand High Fidelity PGR Systems, Roche Prod. 
Nr.: 1732641) wurde. Das erhaltene Amplifikat dieser PGR Reaktion wurde in den 
5 Vektor pGEM®-T (Invitrogen Prod. Nr.: A3600) kloniert. Das erhaltene Plasmid wird 
mit A,t.-OK1-pGEM bezeichnet, die das A.t.-OK1 Protein codierende cDNA Sequenz 
wurde ermittelt und ist unter SEQ ID NO. 1 dargestellt. 

Die unter SEQ ID NO 1 dargestellte Sequenz entspricht nicht der Sequenz. die in der 
Datenbank enthalten ist. Diese wurde oben bereits fur die Aminosauresequenz, 
1 0 codierend ein A.t.-OK1 Protein diskutiert. 

Verwendete Bedingungen fQr die Amplifikation der cDNA codierend das A.t-OKI 
Proteins 

Erststrangsynthese: 

Es wurden die vom Hersteller angegebeneh Bedingungen und Puffer verwendet. Der 
1 5 Reaktlonsansatz fQr die Erststrangsynthese enthielt auHerdem folgende Substanzen: 
3 |jg Gesamt-RNA 

5 \iM 3'-Primer (OK1 revi : 5'-GACTGAAGGAGATAAGAGAGAAAGATC) 
0,83 pM dNTP Mix 
Der Reaktlonsansatz wurde fOr 5 Minuten bei 75''G inkubiert und anschlieliend auf 
20 Raumtemperatur abgekuhlt. 

Anschlieliend wurden 1^' Strand buffer, RNase Inhibitor und DTT zugegeben und fiir 
2 Minuten bei 42''G inkubiert, bevor 1 pL Superscript RT DNA Polymerase 
zugegeben wurde und der Reaktlonsansatz fur 50 Minuten bei 42°G inkubiert wurde. 
Bedingungen FQr die Amplifikation des Erststranges mittels PGR: 
25 1 pL des Reaktionsansatzes der Erststrangsynthese 

0.25 pM 3'Primer (OKI rev2: 5'- TGGTAAGGAGGGAAATGGAGA) 
0.25 pM 5'Primer (OKI fwd2: 5'- ATCTGTTATCACACCACCTCCAATG) 
Reaktionsbedlngungen: 
Schritti 95°C 2 min 
30 Schritt2 94-0 20 sec 

SchrittS 62°C 30 sec (Temp, pro Zyklus -0.67°G) 
Schrltt4 68°C 4 Minuten 
SchrittS 94°C 20 sec 
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Schritt6 SB'^C 30 sec 

Schritt? 68X 4Minuten (+ 5 sec pro Zyklus) 
SchrittS 68X lOMinuten 

Zunachst wurde die Reaktion nach den Schritten 1 bis 4 durchgefuhrt. Zwischen 
5 Schritt 4 und Schritt 2 folgten 10 Wiederholungen (Zyklen), wobei die Temperatur 
des Schrittes 3 nach jedem Zyklus um 0,67''C verringert wurde. Anschliefiend 
erfolgte die Reaktion nach den in Schritten 5 bis 8 angegebenen Bedingungen. 
Zwischen Schritt 7 und Schritt 5 folgten 25 Wiederholungen (Zyklen), wobei die Zeit 
des Schrittes 7 je Zyklus um 5 sec veriangert wurde. Nach erfolgter Reaktion wurde 
10 die Reaktion auf 4**C gekOhit. 

3. Herstellung eines Vektors, zur rekombinanten Expression der cDNA des 
OK1 Proteins 

Die Sequenz codierend das OK1 Protein aus Arabidopsis thaliana wurde nach 
Amplifikation mittels PGR durch Verwendung des Plasmides A.t.-OKI-pGEM als 

1 5 Template unter Verwendung der Gateway Technologle (Invitrogen) zunachst In den 
Vekor pDONOR*^^ 201 (Invitrogen Prod, Nr.: 11798-014) kloniert. Anschliefiend 
wurde die codierende Region des OK1 Proteins aus dem erhaltenen Veklor durch 
sequenzspezifische Rekombination In den Expressionsvektor pDEST17™ (Invitrogen 
Prod. Nr.: 11803-014) kloniert. Der erhaltene Expressionsvektor wird mit A.t.-OKI- 

20 pDEST^^17 bezeichnet. Durch die Klonierung entstand eine translationale Fusion der 
das A.t-OK1 Protein codierenden cDNA mit in dem Expressionssvektor pDEST^^^I? 
vorliegenden Nucleotiden. Die aus dem Vektor pDEST^17 stammenden Nucleotide, 
die mit der cDNA codierend das A.t-OK1 Protein translational fusioniert sind, 
codieren 21 Aminosauren. DIese 21 Aminosauren umfassen u.a, das Start Codon 

25 (ATG) und einen so genannten His-tag (6 Histidinreste direkt hintereinander). Nach 
Translation dieser translational fusionierten Sequenzen entsteht dadurch ein A.t- 
OK1 Protein, welches an seinem N-terminus die zusatzlichen 21 Aminosauren, 
codiert durch Nucleotide, stammend aus dem Vektor aufweist Das aus diesem 
Vektor resultierende rekombinante A.t,-OK1 -Protein enthalt daher 21, aus dem 

30 Vektor pDEST^'^IZ stammende, zusStzliche Aminosauren an seinem N-Terminus. 
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4. Heterologe Expression des OK1 Proteins in E. coli 

Der nach Beispiel 3 erhaltene Expressionsvektorektor A.t.-OK1-pDEST«17 wurde in 
den E. coli Stamm BL21 Star™ (DES) (Invitrogen. Prod. Nr. C6010-03) transformiert. 
Bine Beschreibung diese Expressionssystems ist bereits waiter oben (siehe Punkt 3.. 

5 Allgemeine iVlethoden) erfolgt. Aus der Transformation resultierende Bakterienklone. 
enthaltend den Vektor A.t.-OK1-pDEST"17. dienten zunachst zur Herstellung einer 
Vorkultur. die anschliefiend zur Beimpfung einer Hauptkultur verwendet wurde (siehe 
Punkt 3.C). Allgemeine Methoden). Vorkultur und Hauptkultur wurden jeweils bei 
SOX unter SchQtteIn (250 rpm) inkubiert. Nachdem die Hauptkultur eine ODsoo von 
10 ca. 0,8 en-eicht hatte wurde die Expression des rekombinanten A.t.-OK1 Proteins 
durch Zugabe von IPTG (Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid) bis zu einer 
Endkonzentration von 1 mM induziert. Nach Zugabe von IPTG wird die Hauptkultur 
bei SO°C unter Schiitteln (250 rpm) inkubiert. bis eine ODeoo von ca. 1 ,8 erreicht war. 
AnschlieRend wurde die Hauptkultur fiir 30 Minuten auf Eis gekuhit, bevor die Zellen 

15 der Hauptkultur durch Zentrifugation (10 Minuten bei 4.000xg und 4''C) vom 
Kultunmedium abgetrennt wurden. 

5. Reinigung des rekomblnant exprimierten OK1 Proteins 

Die Reinigung und Aufkonzentration des A.t.-OK1 Proteins aus Zellen. erhalten nach 
20 Beispiel 4, wurde nach dem unter Punkt 4, Allgemeine Methoden beschriebenen 
Verfahren durchgefuhrt. 



6. Nachweis von StSrke phosphorylierender Aktivitat des OKI Proteins 

Der Nachweis der St§rke phosphorylierenden Aktivitat des A.t.-OK1 Proteins erfolgte 
25 nach dem unter Punkt 11. Allgemeine Methoden beschriebenen Verfahren. Dabei 
wurden jeweils 5 pg von nach Beispiel 5 hergesteiltem. gereinigtem A.t.-OK1 Protein, 
in einem Ansatz A mit 5 mg Starke, isoliert aus einer sex1-3 Mutante von Ambidopsis 
thaliana nach Beispiel 1 b; und in einem Ansatz B mit 5 mg Starke, erhalten durch 
enzymatische Phosphoryliemng nach Beispiel 1 c) in jeweils 500 pi 
30 Phosphoryliemngspuffer enthaltend 0.05 mM radioaktiv C^P) markiertes. 
randomisiertes ATP (Insgesamt 1.130.00 cpm. ca. 0.55 pCi) fOr 30 Mimnuten bei 
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Raumtemperatur unter SchQtteIn inkubiert. Als Kontrolle diente ein Ansatz C, welcher 
dem Ansatz B entsprach, jedoch ketn OK1 Protein enthielt. ansonsten aber in 
gleicher Weise behandelt wurde, wie die Ansatze A und B. FQr aile Ansatze (A, B, C) 
wurden jeweils zwei voneinander unabhangige Vereuche durchgefQhrt. 
IVIitteis Venvendung eines Scintillatlonszahlers wurden die Starken aus den AnsStzen 
A, B. und C auf das Vorliegen von radloaktiv markiertem Phosphat hin untersucht 
(siehe Punkt 11 b), Allgemeine Methoden). Die Ergebnisse sind In Tabelle 1 und in 
Fig. 3 dargestellt. 



Gemessene 
Radloaktivitat [cpm] 



Versuch 
1 



Versuch 
2 



15 



20 



Ansatz A (nlcht-phosphoryllerte StSrke + 
OKI) 



42 



47 



Ansatz B (phosphorylierte Starke + OK1 ) 



7921 



8226 



Ansatz C (phosphorylierte Starke ohne 
Protein) 



56 



53 



^° TibelieT Nachwels einer Starke phosphorylierenden Aktivitat des Okl Proteins 



Aus den erhaltenen Ergebnissen ist erkennbar, dass das OK1 Protein keine 
Phosphatgoippen von ATP auf Starke Qbertragt. wenn nicht-phosphoryiierte-Starke 
als Substrat angeboten wird, da der in cpm gemessene Antell der durch eln OKI 
Protein auf nicht-phosphorylierte-Starke Ubertragenen Phosphatgruppen den Antell 
der radloaktiv markierten Phosphatgruppen In Ansatz C (Kontrolle) nicht Qbersteigt. 
WIrd hingegen P-Starke als Substrat angeboten. Ist der In cpm gemessene Antell an 
radioaktiven Phosphatgruppen, welcher von ATP auf P>Starke Obertragen wird, 
signifikant hoher. Daraus ist ersichtllch. dass das OKI Protein P-Starke als Substart 
benotigt und dass nlcht-phosphorylierte-Starke nIcht als Substart von dem OKI 
Protein akzeptlert wird. 

Wird der oben dargestellte Versuch mit spezlflsch In gamma-Position mit ^^P 
markiertem ATP durchgefOhrt. so kann kein EInbau von radloaktiv markiertem 
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Phosphat in die Starke festgestellt werden. Daraus ergibt sich, dass der beta- 
Phosphatrest des ATP von einem OK1 Protein auf Starke ubertragen wird. Die 
Ergebnisse eines solchen Versuches sind in Fig. 6 dargestellt. 

5 

7. Nachweis der Autophosphorylierung 

Der Nachweis der Autophosphorylierung des A.t.-OK1 Proteins erfolgte mittels der 
weiter oben beschriebenen Methode (siehe Punkt 12, Allgemeine Methoden). Dabei 
wurden 50 |jg gerelnigtes A.t.-OKI Protein mit radioaktiv markiertem, randomlsiertem 

10 ATP In 220 pi Phosphorylierungspuffer (siehe oben, Punkt 12 d), Allgemeine 
Methoden) bei Raumtemperatur fUr 60 Minuten unter Schuttein inkubiert. 
Anschiieflend wurden den Inkubationsansatzen jeweils 100 pi entnommen und in vier 
frische Reaktionsgefafle QberfQhrt. in ReaktionsgefaH 1 wurde die Reaktion durch 
Zugabe von je 40 pi 0,1 1M EDTA gestoppt ReaktionssgefSB 2 wurde bei 95°C fOr 5 

1 5 l\/linuten inkubiert. Zu Reaktionsgef§(J 3 wurde HCI bis zu einer Endkonzentration von 
0,5 M zugegeben und zu ReaktionsgefaB 4 wurde NaOH bis zu einer 
Endkonzentration von 0,5 M zugegeben. Die ReaktionsgefSfie 3 und 4 wurden 
jeweils fur 25 Minuten bei 30°C inkubiert. Anschliefiend wurden jeweils 50 pi der 
Reaktionsgefafie 1, 2, 3 und 4 entnommen, mit SDS Probenpuffer versetzt und 

20 mittels SDS-Acrylamidgelelektrophorese (7,5%iges Acrylamidgel) aufgetrennt. Dazu 
wurden Proben der Reaktionsgefalie auf jeweils zwei identische Acrylamidgele 
aufgetragen, Eines der nach erfolgter Elektrophorese erhaltenen Gele wurde einer 
Autoradiographie unterzogen, wahrend das zweite Gel mit Comassie Blau gefarbt 
wurde. 

25 In dem mit Comassie Blau gefarbten Gel (siehe Fig. 2A)) ist deutlich zu erkennen, 
dass die Behandlung mit 0,5 M NaOH zu einem Abbau des OK1 Proteins fuhrt. Das 
OKI Protein ist daher als labil gegenuber NaOH zu bezeichnen. Inkubation bei SO'^C, 
95^*0 und mit 0,5 M HCI zeigen, dass das OKI Protein unter den genannten 
Inkubationsbedlngungen relativ stabil ist Dieses ist daraus zu schlieRen, dass bei 

30 diesen Inkubationsbedlngungen jeweils etwa gleiche Mengen OKI Protein nach 
Comassie Blau Farbung im betreffenden Gel nachgewiesen werden konnen. 
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In der Autoradlographie (siehe Abb. 2B)) ist durch Vergleich mit bei 30^*0 inkubiertem 
phosphoryliertem 0K1 Protein zu erkennen, dass eine Inkubation des 
phosphorylierten OK1 Proteins bei QS^'C zu einer deutlichen Reduzierung des 
Phosphates, welches an das OK1 Protein gebunden ist, fuhrt. Die Bindung zwischen 
5 dem Phosphatrest und einer Aminosaure des OK1 Proteins ist daher als Hitzelabil zu 
bezeichnen. Weiterhin ist eine leichte Abnahme des an das OK1 Protein 
gebundenen Phosphates ebenfalls bei Inkubation mit 0,5 M HCI und 0,5 IVl NaOH im 
Vergleich mit bei SC'C inkubiertem phosphoryliertem OK1 Protein zu beobachten. 
Wird die Tatsche berucksichtigt, dass die Menge des OK1 Proteins in der 

10 Autoradlographie nach Behandlung mit 0,5 M NaOH wegen der Labilitat des OK1 
Proteins gegenuber NaOH wesentlich geringer ist, als In den mit Hitze und SSure 
behandelten Proben, so kann geschlossen werden, dass die Bindung zwischen dem 
Phosphatrest und einer AminosSure des OK1 Proteins relativ stabil gegenQber 
Basen ist Da die mit Saure behandelte Probe etwa gleiche Proteinmengen wie die 

15 bei SO'^C und be! 95°C inkubierte Probe enthSIt, jedoch ein signiflkant gerlngeres 
Signal als die mit SO^'C behandelte Probe in der Autoradlographie aufweist, ist davon 
auszugehen, dass auch saure Inkubationsbedingungen die Bindung zwischen einem 
Phosphatrest und einer Aminosaure des OK1 Proteins zu einem gewissen MaBe 
spalten. Daher konnte in den durchgefiihrten Versuchen auch eine Labilitat der 

20 Bindung zwischen einem Phosphatrest und einer Aminosaure des OK1 Proteins 
festgestellt werden. Die Labilitat gegenuber Sauren ist dabei jedoch wesentlich 
weniger ausgepragt als die Labilitat gegenuber Hitze. 

Bindungen zwischen der Aminosaure Histidin und Phosphat sind Hitzelabil, 
Saurelabil aber Basestabil (Rosenberg, 1996, Protein Analysis and Purification, 
25 Birkhauser, Boston. 242-244). Die oben beschriebenen Ergebnisse sind daher ein 
HInweis darauf, dass durch Autophosphorylierung eines OK1 Proteins ein 
Phosphohistidin entsteht. 

Wird rekombinant exprimiertes OKI Protein wie oben beschrleben mit speziflsch In 
gamma-Position mit 33P markiertem ATP inkubiert, so kann keine 
30 Autophosphorylierung festgestellt werden. Fig. 5 A) zeigt die Menge an Protein, die 
nach den betreffenden Inkubationsschritten mittels Western Blot Analyse In dem 

jeweiligen Reaktionsansatz noch nachgewiesen werden kann. Fig. 5 B) zeigt eine 
Autoradlographie von Protein aus den einzelnen Reaktionsansatzen. Es ist zu 
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erkennen, dass bei Verwendung von spezifisch In der gamma-Position markiertem 
ATP kelne Autophosphoryliemng des OK1 Proteins auftritt, wahrend bei Venwendung 
von randomisiertem ATP eine Autophosphoryliemng nachgewiesen werden kann. 
Dieses bedeutet, dass bei der Autophosphorylierung eines OK1 Proteins der 
5 Phosphatrest der beta-Position des ATP kovalent an eine Aminosaure des OK1 
Proteins gebunden wird. 



8. Nachweis der von einem OK 1 Protein phosphoryiierten C-Atom- 
Positionen der Glucosemolekule von Starke 

10 a) Herstellung von phosphorylierter-Starke 

Phosphorylierte Starke wurde nach Punkt 7, Allgemeine Methoden hergestellt. Es 
wurden dazu in einem Ansatz A 5 mg nicht phosphorylierte Starke, Isoliert aus 
Blattem einer sex7-3 Mutante von Arabidopsis thaliana mit 25 pg gereinigtem A.t.- 
OK1 Protein und In einem zwelten Ansatz B 5 mg in vitro phosphoryiierter-Stdrke 

15 ursprunglich Isoliert aus Blattern einer sex1'3 Mutante von Arabidopsis ttiaiiana) mit 
5 pg gereinigtem R1 Protein eingesetzt. Die Reaktion erfolgte Jewells in 500 pi 
Phosphorylierungspuffer, der Jewells ^^P marklertes ATP (ca. 2,5 x 10® cpm) enthielt, 
durch Inkubation bei Raumtemperaturfur 1 Stunde unter Schutteln. Zusatzlich wurde 
ein Kontrollansatz, welcher 5 mg Starke, isoliert aus Blattern einer sex1-3 Mutante 

20 von Arabidopsis tiialiana und den genannten Phosphorylierungspuffer, Jedoch kein 
Protein enthielt, verwendet. Der Kontrollansatz wurde genauso behandelt, wie die 
Ansatze A und B. Die einzelnen Reaktionen wurden durch Zugabe von Jewells 125 |j| 
10% SDS gestoppt und mit je 900 pi einmal mit 2% SDS, funfmal mit 2 mM ATP und 
zweimal mit H2O gewaschen. Nach jedem Waschschritt erfolgte eine Zentrifugation 

25 Qewells 2 Minuten in einer Eppendorf TIschzentrlfuge bei 13.000 rpm). Die 
erhaltenen Starkepellets wurden Jewells in 1 ml H2O resuspendiert und 100 pi jedes 
Ansatzes wurden nach Zugabe von 3 ml Scintillationscocktall (Ready Safe™, 
BECKMANN) versetzt und anschlleliend mit Hilfe eInes Scintillationszahlers (LS 
6500 Multl-Purpose Scintillation Counter, BECKMANN COULTER™) vemiessen. 
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Die Messung ergab folgende Ergebnisse: 

Kontrolle: 63 cpm/1 00 \}L 630 cpm/1 000 |jI 

Ansatz A (OK1 ): 1 351 cpm/1 00 pi 1 351 2 cpm/1 000 pi 

Ansatz B (R1 ): 3853 cpm/1 00 pi 38526 cpm/1 000 pi 

5 

b) Total hydrolyse der P-Starke 

Die nach Schritt a) erhaltenen Suspensionen der Ansatze A, B und C wurden emeut 
zentrifugiert (5 Minuten in einer Eppendorf Tischzentrifuge bei 13.000 rpm), die 
erhaltenen Pellets in 90 pi 0,7 M HCI (Baker, zur Analyse) resuspendiert und 

10 anschlieliend fur 2 Stunde bei QS^'C inkubiert. AnschlieRend wurden die Ansatze A, B 
und C erneut zentrifugiert (5 Minuten in einer Eppendorf Tischzentrifuge bei 13.000 
rpm), und der Gberstand in ein neues ReaktionsgefaB uberfuhrt. Sedimentierte 
Ruckstande der Ansatze wurden in jeweils 100 pi H2O resuspendiert und nach 
Zugabe von je 3 ml Scintiilationscocktail (Ready Safe™, BECKMANN) mit Hilfe eines 

15 Scintillationszahlers (LS 6500 Multi-Purpose Scintillation Counter, BECKMANN 
COULTER™) vermessen. In keinem der Riickstande konnten signifikante Mengen 
an Radioaktivitat nachgewiesen werden, was bedeut, dass sich alle mit radioaktivem 
Phosphat markierten Hydrolyseprodukte im Oberstand befinden. 
Danach erfolgte die Neutralisation der einzelnen Qberstande, enthaltend die 

20 Hydrolyseprodukte, durch Zugabe von jeweils 30 pi 2 M NaOH (die Menge der zur 
Neutralisation benotigten Menge von NaOH wurde vorher an Blind proben 
ausgetestet): Die neutral isierten Hydrolyseprodukte wurden auf einen 10 kDa 
Microcon-Filter, der vorher zweimal mit je 200 pi H20 gespult wurde, gegeben und 
fQr ca. 25 Minuten bei 12.000 rpm in einer Eppendorf Tischzentrifuge zentrifugiert. 

25 Von dem erhaltenen Filtrat (jeweils ca. 120 pi) wurden je 10 pi abgenommen, die 
nach Zugabe von je 3 ml Scintiilationscocktail (Ready SafeTM, BECKMANN) mit 
Hilfe eines Scintillationszahlers (LS 6500 Multi-Purpose Scintillation Counter, 
BECKMANN COULTERTM) vermessen wurden. Die Bestimmung der In den 
einzelnen AnsStzen vorliegenden Aktivitat ergab dabei folgende Ergebnisse: 

30 Ansatz A (OK1 ): 934 cpm/1 0 pi 11 .208 cpm/1 20 pi 93 cpm/pl 

Ansatz B (R1): 2518 cpm/10 pi 30.216 cpm/120 pi 252 cpm/pl 
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c) Auftrennung der Hydrolyseprodukte 

Die Auftrennung der nach Schritt b) erhaltenen Hydrolyseprodukte wurde mittels 
HPAE unter VenArendung einer Dionex Aniage unter den oben angegebnen 
Bedingungen (siehe (Allgemeine Methoden Punkt 13 c)) durchgefuhrt.. Die Proben 
5 zur Auftrennung der filtrlerten Oberstande der Ansatze A und B, erhalten nach Schritt 
b) waren dazu wie folgt zusammengesetzt: 

Ansatz A (OK1 ): 43 pi des nach Schritt b) erhaltenen Oberstand des Ansatzes A 
(entspricht ca. 4.000 cpm), 32 pi H2O, 2,5 pi 2,5 mM Glucose-6-Phosphat und 2,5 pi 
5 mM Glucose-3-Phosphat (S Volumen = 80 pi). 
10 Ansatz B (R1): 16 pi des nach Schritt b) erhaltenen Oberstand des Ansatzes B 
(entspricht ca. 4.000 cpm), 59 pi H2O, 2,5 pi 2,5 mM Glucose-6-Phosphat und 2,5 pi 
5 mM Giucose-3-Phosphat (S Volumen = 80 pi). 

Jeweiis 60 pi, enthaltend ca. 3.000 cpm, der entsprechenden Proben wurden zur 
Auftrennung mittels HPAE injiziert. Die Durchftihrung der HPAE erfolgte nach den 

15 unter Punkt 23 c) angegebnen Bedingungen. Die Elutionspuffer wurden nach 
Passage der HPAE-Saule in Fraktionen von je 1 ml aufgesammelt. Das Aufsammein 
der Fraktionen wurde 10 Minuten nach Injektion der Probe begonnen. Anhand des 
erhaltenen Signals des eingesetzten PAD Detektors konnte die Elution von Glucose- 
6-Phosphat der Fraktion 15 und die die Elution von Glucose-3-Phosphat der Fraktion 

20 17 zugeordnet werden. Jeweiis 500 pi der einzelnen Fraktionen wurden mit je 3 ml 
Scintillationscocktail (Ready SafeTM, BECKMANN) gemischt und anschlleilend mit 
Hilfe eines Scintillationszahlers (LS 6500 Multi-Purpose Scintillation Counter, 
BECKMANN COULTERTM) vermessen. FQr die einzelnen Fraktionen wurden 
folgende Meilwerte erhalten: 

25 
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Gesamt cpm je Fraktion 




Ansatz 


AAnsatz t5 




(OKI) 


(R1) 


Fr13 


8,7 


3,3 


Fr 14 


13 1 


32 2 


Fr 1 5 (G6P) 


207 3 


1952,8 


hr lb 


399,8 


112,3 


rr 1 f (ijior'; 


1 749,2 


801,6 


Fr18 


196,7 


17,3 


Fr 19 


6,7 


18,9 


Summe 


2581,5 


2938.3 


Auftrag 


3000.0 


3000,0 


Wiederflndung 


86.0% 


97,9% 



Tabelle 4: Gemessene Menge an RadiaktivitSt [cpm] in einzelnen Fraktionen von 
Hydrolyseprodukten, erhalten durch Hydrolyse von mittels eines OKI Proteins oder 
R1 Proteins phosphoryllereten StSrke. 
Die Ergebnisse sind auch In Fig. 5 grapliiscli dargestellt 

5 

Nach von R1 Protein katalysierter Phosphorylierung von Starke eluierten nach 
Hydrolyse der Starke ca. 66% des radioaktiv markierten Pliosphates, bezogen auf 
das gesamte gemessene radioaktive Pliospliat in den analysierten Fraktionen, mit 
der Fraktion, die Glucose-6-Pliosphat als Standard entlilelt und ca. 27% mit der 

10 Fraktion, die Glucose-3-Phosphat als Standard entliielt. Nacli von OKI Protein 
katalysierter Phosphorylierung von StSrke, eluierten nach Hydrolyse der StSrke ca. 
67% des radioaktiv markierten Phosphates, bezogen auf das gesamte gemessene 
radioaktive Phosphat In den analysierten Fraktionen, mit der Fraktion, die Glucose-3- 
Phosphat als Standard enthieit und ca. 8% mit der Fraktion, die Glucose-6-Phosphat 

15 als Standard enthieit.. Daraus kann geschlossen werden, dass GIucosemolekQIe der 
Starke von R1 Protelnen bevorzugt in C-6-Position phosphoryllert werden. wahrend 
von OKI Protelnen GIucosemolekQIe der Starke bevorzugt In C-3-Positlon 
phosphoryllert werden. 
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9. Steigerung der Phosphorylierungsrate bei gleichzeitiger Katalyse der 
Phosphorylierungsreaktion durch R1 Proteine und OK1 Protein 

a) In vitro Phosphorylierung von Weizenstarke 

35 mg Weizenstarke (Sigma, Prod. Nr.: S-5127) pro ml Reaktionsansatz wurden 
nach dem unter Punkt 7, Allgemeine Methoden beschrlebenen Verfahren in vitro 
phosphoryliert. Dazu wurde gereinigtes R1 Protein in einer Konzentration von 0.23 
[ig pro mg eingesetzter StSrke und ATP in einer Konzentration von 25 jjl^ verwendet. 
Die Reaktionszeit betrug 1 Stunde bei Raumtemperatur. In einem parallelen 
Reaktionsansatz der anstelle von ATP randomisiertes ^^P-ATP enthielt, wurde die 
Menge des eingebauten Phospliates in die Starke (0,0054 nmol pro mg Starke) und 
die spezifische Aktivitat des venwendeten R1 Proteins (0,41 nmol pro (mg Protein x 
Minute) bestimmt. Bei dieser Bestimmung wurde niciit beachtet, dass randomisiertes 
ATP verwendet wurde. Die eriialtenen Werte sind dalier niedriger, als die tatsachlich 
vorliegenden Werte, da randomisiertes ATP neben in beta-Position markierten 
Phosphatresten auch in gamma-Position markierte Pliosphatreste enthalt. 

b) Phosphorylierung von nativer Weizenstarke und in vitro phosphorylierter 

Weizenstarke durch R1 und/oder OK1 Proteine 
15 mg Weizenstarke (Sigma, Prod. Nr.: S-5127, oder nach der unter a) 
beschrlebenen Methode in vitro phosphorylierte Weizenstarke) wurden in 430 ^1 des 
unter Punkt 11, Allgemeine Methoden beschriebenen Puffers, enthaltend 11 nmol 
randomisoiertes ^^P-ATP (ca. 1,5x10® cpm) fQr eine Stunde unter SchQtteIn bei 
Raumtemperatur mit gereinigten Starke phosphoryllerenden Enzymen inkubiert. Die 
einzelnen Reaktionsansatze enthielten folgende Proteine und Substrate: 



Ansatz 1-1 
Ansatz 1-2 
Ansatz 2 

Ansatz 3 

Ansatz 4 
Kontrolie 
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Protein 

Gereinigtes R1 Protein (3,4 |jg) 
Gereinlgtes R1 Protein (3,4 |jg) 
Gereinigtes OKI Protein (6,0 yg) 

Gereinigtes OKI Protein (6,0 pg) 

Gereinigtes R1 Protein (3,4 pg) 
Gereinigtes OK1 Protein (6,0 |jg) 

Kein Protein 
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Substart 

WeizenstMrke (Sigma) 

We(zenstarl<e (Sigma) 

Weizenstarke (Sigma) 

In vitro phosphorylierte 
Weizenstarke 

Weizenstarke (Sigma) 

Weizenstarke (Sigma) 



Jeder dieser AnsStze wurde In jeweiis drei Wiederhoiungen durchgefDhrt. 

Die Beiiandlung der einzelnen Reaktlonsans3tze nach einer Stunde Reaktionszeit 

und die Bestlmmung der In die betreffenden Substrate jeweiis elngebauten Menge an 

Phosphat wurde nacli den unter Allgemeine Methoden, Punkt 11 besctiriebenen 

Verfahren durchgefiihrt. 

Es wurden folgende Ergebnisse eriialten: 





Wiederholung 1 
[cpm] 


WIederliolung 2 
[cpm] 


Wiederholung 3 
[cpm] 


Ansatz 1-1 


11722 


11584 


11428 


Ansatz 1-2 


12900 


12204 


11401 


Ansatz 2 


-28 


-21 


-30 


Ansatz 3 


2448 


2281 


2334 


Ansatz 4 


17333 


20337 


16546 


Summe aus Ansatz 1-2 und 
Ansatz 3 


15348 


14485 


13735 



0 Wiederhoiungen der einzelnen Reaktionsansatze. Die angegebenen Messwerte 
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wurden ermittelt, indem von den tatsSchlichen Messwerten jeweils die Messwerte der 
zugehorigen Kontrolle subtrahiert wurden, 

Aus der Tabelle wird deutlich, dass native Weizenst&rke (Sigma, Prod. Nr.: S-5127) 
kein Substart fur OK1 Protelne darstellt, wohingegen in vitro pliosphorylierte 
Weizenstarke von OK1 Proteinen phosphoryliert warden kann. Weiterhin ist zu 
erkennen, dass die Aktivitat bei glelchzeltigem vorliegen eines R1 Proteins und eines 
OKI Proteins im Reaktlonsgemisch signifikant hoher ist, als die Summe der 
entspreclienden Einzelaktivitaten . 

c) Phosphoryllerung von in vitro pliosphorylierter Weizenstarke durch R1 

und/oderOK1 Protelne 
Phosphorylierte Weizenstarke wurde nach dem unter a) beschriebenen Verfahren 
hergestellt. Die Menge an Starke gebundenem Pliosphat betrug 0,0048 mg 
Phosphat pro mg Starke. Bel dieser Bestimmung wurde ebenfalls wie unter a) 
beschrieben, niclit beachtet, dass randomlsiertes ATP verwendet wurde. 
15 mg in vitro phosphorylierte Weizenstarke wurden nach den unter b) 
beschriebenen Verfahren mit Starke phosphoryllerenden Enzymen inkubiert. Die 
einzelnen Reaktlonsansatze enthlelten folgende Protelne und Substrate: 



Protein 



Substart 



Ansatz 1 : R1 



Gereinigtes R1 Protein (3,4 pg) 



In vitro phosphorylierte 
Weizenstarke 



Ansatz 2: OK1 



Gereinigtes 0K1 Protein (5,2 
MS) 



In vitro phosphorylierte 
Weizenstarke 



Ansatz 3: 



R1+OK1 



Gereinigtes R1 Protein (3,4 pg) 
Gereinigtes OK1 Protein (5,2 

pg) 



In vitro phosphorylierte 
Weizenstarke 



Jeder dieser Ansatze wurde in jeweils zwei Wiederholungen durchgefQhrt. 

Je Reaktionsansatz wurde eine Probe nach 0, 10 und 30 Minuten Inkubationszeit 

gestoppt und die unter den jeweiligen Reaktionsbedingungen eingebaute Menge an 
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Phosphat wurde nach dem unter Allgemelne Methoden, Punkt 11 beschriebenen 
Verfahren ermittelt. 

Als Kontrolle wurde native Weizenstarke mit R1 Protein in Anwesenheit von nicht 
radioaktiv markiertem ATP inkubiert. Anschlieliend wurde dem Reaktionsgemisch 
5 randomisiertes ^^P-ATP und Puffer zugesetzt, bevor die Reaktion gestoppt wurde. 

Es wurden foigende Ergebisse erhalten: 





0 Minuten 
Reaktionszeit 


10 Minuten 
Reaktionszeit 


30 Minuten 
Reaktionszeit 


Ansatz 1 


0 cpm 


2378 cpm 


7543 cpm 


Ansatz 2 


0 cpm 


2032 cpm 


3005 cpm 


Ansatz 3 


0 cpm 


7570 cpm 


16245 cpm 


Summe aus Ansatz 1 
und Ansatz 2 


0 cpm 


4410 cpm 


10548 cpm 


TabelleS: Gemessene Menge an Rad 


aktivitat [cpmj in den einzetnen 



10 Wiederholungen der einzelnen Reaktionsansatze. Die angegebenen [\/1esswerte 
wurden ernnittelt, indem von dem Mittelwert aus zwei unabhSngigen Messungen die 
Messwerte der zugehSrigen Kontrolle subtrahiert wurden. 

10. Identlfizlerung eines OKI Proteins in Reis 

15 Durch Verwendung der unter den Punkten 1 bis 13, Allgemeine IVIethoden 
beschrieben Verfahren konnte auch ein Protein aus Oryza sativa (Varietat l\/J202) 
identifiziert werden, welches einen Phosphatrest von ATP auf P-Starke ubertragt. 
Das Protein wurde mit O.s.-OKI bezeichnet. Nicht-phosphorylierte-Starke wird von 
dem O.s.-OKI Protein nicht als Substart venwendet, d.h. auch das O.s.-OKI Protein 

20 benotigt P-Starke als Substrat. Die das identifizierte O.s.-OKI Protein codierende 
Nucleinsauresequenz ist unter SEQ ID NO 3 und die das O.s.-OKI Protein 
codierende Aminosauresequenz ist unter SEQ ID NO. 4 dargestellt. Die unter SEQ 
ID NO 4 dargestellte Aminosauresequenz codlerend das O.s.-OKI Protein welBt elne 
Identitat von 57% mit der unter SEQ ID NO 2 dargestellten Aminosauresequenz 
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codierend das A.t.-OK1 Protein auf. Die unter SEQ ID NO 3 dargestellte 
Nucleinsauresequenz codierend das O.S.-OK1 Protein weilit eine Identitat von 61% 
mit der unter SEQ ID NO 1 dargestellten Nucleinsauresequenz. codierend das A.t- 
OK1 Protein auf. 

5 

Herstellung dee Plasmides pMI50 enthaltend die Nucleinsauresequenz codierend ein 
OK1 Protein aus Oryza sativa 

Der Vektor pMI50 enthSIt ein DNA-Fragment welches das vollstSndige OK1 Protein 
aus Reis der Varietat M202 kodiert. 
0 Die Amplifikatlon der DNA aus Reis erfolgte in fiinf Teilschritten. 

1. Der Teil des offenen Leserasters von Position -11 bis Position 288 der unter 
SEQ DIE NO 3 angegebnen Sequenz wurde mit Hilfe von Reverser 
Transkriptase und der Polymerase Kettenreaktion unter Verwendung der 
synthetischen Oligonukleotide Os_ok1 -R9 

5 (GGAACCGATAATGCCTACATGCTC) und Os_ok1-F6 

(AAAACTCGAGGAGGATCAATGACGTCGCTGCGGCCCGTC) als Primer auf 
RNA von unrelfen Reissamen amplifiziert. Das amplifizierte DNA-Fragment 
wurde In den Vektor pCR2.1 (Invitrogen Katalognummer K2020-20) kloniert. 
Das erhaltene Plasmid wurde mit pML123 bezeichnet 

20 2. Der Teil des offenen Leserasters von Position 250 bis Position 949 der unter 
SEQ DIE NO 3 angegebnen Sequenz wurde mit Hilfe von Reverser 
Transkriptase und der Polymerase Kettenreaktion unter Venwendung der 
synthetischen Oligonukleotide Os_ok1-F4 (CCAGGTTAAGTTTGGTGAGCA) 
und Os_ok1-R6 (CAAAGCACGATATCTGACCTGT) als Primer auf RNA von 

25 unreifen Reissamen amplifiziert. Das amplifizierte DNA-Fragment wurde in den 

Vektor pCR2.1 (Invitrogen Katalognummer K2020-20) kloniert. Das erhaltene 
Plasmid wurde mit pML120 bezeichnet. 
3. Der Tell des offenen Leserasters von Position 839 bis Position 1761 der unter 
SEQ DIE NO 3 angegebnen Sequenz wurde mit Hilfe von Reverser 

30 Transkriptase und der Polymerase Kettenreaktion unter Venvendung der 

synthetischen Oligonukleotide Os_ok1-F7 (TTGTTGGCGGGATATTGTCAGA) 
und Os_ok1-R7 (GAGAAGGGCATCAAGAGTAGTATC) als Primer auf RNA 
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von unrelfen Reissamen ampllfiziert. Das amplifizierte DNA-Fragment wurde in 
den Vektor pCR2.1 (Invitrogen Katalognummer K2020-20) kloniert. Das 
erhaltene Plasmid wurde mit pML121 bezeichnet. 

4. Der Teil des offenen Leserasters von Position 1571 bis Position 3241 der unter 
5 SEQ DIE NO 3 angegebnen Sequenz wurde mit Hilfe von Reverser 

Translcriptase und der Polymerase Kettenreaktion unter Verwendung der 
syntlietischen Oligonukleotide Os_ok1-F8 (ATGATGCGCCTGATAATGCT) und 
Os_ok1-R4 (GGCAAACAGTATGAAGCACGA) als Primer auf RNA von unreifen 
Reissamen amplifiziert. Das amplifizierte DNA-Fragment wurde in den Vektor 
10 pCR2.1 (invitrogen Katalognummer K2020-20) kloniert. Das erhaltene Plasmid 

wurde mit pMLIIQbezeiciinet. 

5. Der Teil des offenen Leserasters von Position 2777 bis Position 3621 wurde mit 
Hilfe der Polymerase Kettenreaktion unter Venvendung der synthetlschen 
Oligonukleotide Os_ok1-F3 (CATTTGGATCAATGGAGGATG) und Os_ok1-R2 

15 (CTATGGCTGTGGCCTGCTTTGCA) als Primer auf genomischer DNA von 

Rels amplifiziert. Das amplifizierte DNA-Fragment wurde in den Vektor pCR2.1 
(Invitrogen Katalognummer K2020-20) kloniert. Das erhaltene Plasmid wurde 
mit pML122 bezeichnet. 

Die Zusammenkloniemng der Teilstucke des offenen Leserasters von OK1 erfolgte 
20 folgendermalien: 

Ein 700 Basenpaare langes /ipal-Fragment aus pML120, einen Teil des offenen 
Leserasters von OKI enthaltend wurde in die /Ipal-Schnittsteile von pML121 kloniert. 
Das erhaltene Plasmid wurde mit pMI47 bezeichnet. 

Ein 960 Basenpaare langes Fragement enthaltend die fur OKI codierenden Bereiche 
25 der Vektoren aus plVlL120 und plVIL123 wurde mittels Polymerase Kettenreaktion 
amplifiziert. Dabei wurden die Primer Os_ok1-F4 (s. o.) und Os_ok1-R9 (s. o.) je in 
einer Konzentration von 50 nm und die Primer Os_ok1-F6 und Os_ok1-R6 je in einer 
Konzentration von 500 nm eingesetzt. Das amplifizierte DNA-Fragment wurde In den 
Vektor pCR2.1 (Invitrogen Katalognummer K2020-20) kloniert. Das erhaltene 
30 Plasmid wurde mit pMI44 bezeichnet. 
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Ein 845 Basenpaare langes Fragment aus pML122 wurde zur Einfiihrung einerXhol- 
Schnittstelle nach dem Stop-Codon mit den Primem Os_ok1-F3 (s. o.) und Os_ok1- 
R2Xho (AAAACTCGAGCTATGGCTGTGGCCTGCTTTGCA) reamplifiziert und in 
den Vektor pCR2.1 (Invitrogen Katalognummer K2020-20) kloniert. Das erhaltene 
5 Plasmid wurde mit t pMI45 bezeichnet. 

Ein 1671 Basenpaare langes Fragment enthaitend einen Teil des offenen 
Leserasters von OK1 wurde aus p!VIL119 durch Verdau mit den Restriktionsenzymen 
Spel und Pstl erhalten. Das Fragment wurde in pBluskript II SK+ (Genbank Ace: 
X52328) kloniert. Das erhaltene Plasmid wurde mit pMI46 bezeichnet. 

10 Ein 1706 Basenpaare langes Fragment enthaitend einen Teil des offenen 
Leserasters von OK1 wurde mit den Restriktionsenzymen Spel und Xho\ aus pMI46 
herausgeschnitten und in den Vektor pIV1l45 kloniert, der mit denselben 
Restriktionsenzymen geschnitten worden war. Das erhaltene Plasmid wurde mit 
pMI47 bezeichnet. 

15 Ein 146 Basenpaare langes Fragment enthaitend einen Tell des offenen Leserasters 
von OKI wurde mit den Restriktionsenzymen AfnUNoH aus pMI43 herausgeschnitten 
und In den Vektor pMI44 kloniert, der mit denselben Restriktionsenzymen 
geschnitten worden war. Das erhaltene Plasmid wurde mit pMI49 bezeichnet. 

Ein 1657 Basenpaare langes Fragment enthaitend einen Teil des offenen 
20 Leserasters von OKI wurde mit den Restriktionsenzymen A/ofl und A/a/1 aus dem 
Vektor pMI49 herausgeschnitten und in den Vektor pMI47 kloniert, der mit denselben 
Restriktionsenzymen geschnitten worden war. Das erhaltene Plasmid wurde mit 
pMI50 bezeichnet und enthSIt die gesamte codierende Region des in Reis 
identifizioerten OK1 Proteins. 

25 

1 1 . Herstellung eines Antikorpers, der ein OKI Protein spezifisch ericennt 

Als Antigen wureie ca. 100 pg gereinigtes A.t-OK1 Protein mittels SDS 
Gelelektrophorese aufgetrennt, die Proteinbande enthaitend das A.t.-OK1 Protein 
ausgeschnitten und an die Flnma EUROGENTEC S.A. (Belglen) verschickt, die die 
30 Herstellung des Antikorpers im Auftrag ausfuhrte. ZunSchst wurden die 
Preimmunseren von Kaninchen dahingehend gepruft, ob sie evtl. bereits vor der 
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Immunlslerung mit rekombinantem OK1 ein Protein aus einem A. t. Gesamtextrakt 
erkennen. Die Preimmunseren zweier Kaninchen erkannten im Bereicli 100-150 kOa 
keine Proteine und wurden daraufhin fQr die Immunisierung ausgewShlt. Pro 
Kaninchen wurden 4 Injektionen S 100 \ig Protein durchgefOhrt (Tag 0, 14, 28, 56). 
5 Je Kaninclien wurden 4 Blutentnahmen durchgefQhrt: (Tag 38, Tag 66, Tag 87 und 
die Endblutung). Semm. erhalten nach der ersten Blutung zeigte bereits eine 
spezifische Reaktion mit OK1 Antigen im Western-Blot. Fiir aile weiteren Versuche 
wurde jedoch die letzte Blutung eines Kaninchens verwendet. 

10 12. Herstellung transgener Maispflanzen, die eine erhShte Aktivitat eines OKI 
Proteins und eines R1 Proteins aufweisen 
a) Herstellung eines Konstruktes zur Transformation von Maispflanzen, die ein R1 

Protein uberexprimieren 
Als Ausgangsplasmid zur Herstellung eines Plasmldes, welches zur Transformation 

15 von Maispflanzen venwendet wurde, diente das Plasmid pMZ12. Diese Plasmid 
enthait den C0IEI Orlgon des Plasmides pBR322 ) Bolivar et al, 1977, Gene 2, 95- 
113) und einen bakterielllen Selektionsmarker, der eine Resistenz gegenQber dem 
Antiobiotikum Gentamycin vermlttelt (Wohlleben et al., 1989. MGG 217, 202-208). 
Weiterhin enthalt dieses Plasmid eine rechte und eine linke T-DNA Border Sequenz. 

20 Zwischen diesen T-DNA Border Sequenzen enth§lt das Plasmid ein bar Gen aus 
Streptomyces hygroscopicus (White et al., 1990, NAR 18, 1062; EMBL Ace: 
XI 7220), welches Resistenz gegenOber dem Herbizld Glufosinat vermittelt. Die 
Expression des bar Gens wird durch den Promoter des actin gens aus Reis (McElroy 
et al., 1990, Plant Cell 2, 163.171) initiiert. Zur Stabilisierung der Expression des bar 

25 Gens ist zwischen dem actin Promoter und der das bar Protein codierenden 
Sequenz das 1. Intron des actin Gens aus Reis (McElroy et al., 1990, Plant Cell 2, 
163.171) eingefUgt. Nach der das bar Protein codierenden Sequenz folgt das 
Polyadenylierungsslgnal des Nopalinsynthase Gens aus Agrobacterium tumefaciens 
(Depicker et al., 1982, J Mol. Appl. Gent. 1, 561-573). 

30 In das Plasmid pMZ12 wurde der Ubiquitlnpromotor aus Zae mays (Christensen et al. 
1992, Plant Mol. Bio 18, 675-689), gefolgt vom 1. Intron des Ubiquitin Gens aus Zea 
mays (Christensen et al. 1992, Plant Mol. Bio 18, 675-689), gefolgt von der 
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codierenden Sequenz des R1 Gens aus Solanum tuberosum (siehe SEQ ID NO 10), 
gefolgt von dem Polyadenyliemngssignal des Nopalinsynthase Gens aus 
Agrobacterium tumefaciens (Depicker et al.. 1982. J Mol. Appl. Gent. 1. 561-573) 
zwischen die linke und rechte T-DNA Border Sequenz eingefUgt. Das erhaltene 
5 Plasmid wurde mit pHN3-146 bezeichnet. 

b) Transformation von Maispflanzen mit dem Plasmid pHN3-146 

Zehn Tage nach Pollination wurden unreife Embryonen von Maispflanzen isoliert und 
mit Hilfe von Agrobacterium tumefaciens, enthaltend das Plasmid pHN3-146 als 
0 Cointegrat. nach der bei Ishida et al. (1996. Nature Biotechnology 14, 745-750) 
beschriebenen Methode transfomniert. Aus dieser Transformation hervorgegangene 
so genannte TO Pflanzen wurden im Gewachshaus angezogen. 

c) Identifiziemng von Maispflanzen, die eine erhdhte Expression des S.t.-R1 
5 Proteins aus Solanum tuberosum aufweisen 

Es konnten mittels Quantitativer RT PGR Analyse Pflanzen identifiziert werden, die 
eine Expression von mRNA. codierend das S.t-RI Protein, aufwiesen. 

d) Herstellung des Plasmides pUbi-A.t.-OKI 

20 ZunSchst wurde das Plasmid plR96 hergestellt. Das Plasmid plR96 wurde erhalten, 
Indem ein synthetisches StQck DNA bestehend aus den beiden Ollgonukleotiden XI 
(TGCAGGCTGCAGAGCTCCTAGGCTCGAGTTAACACTAGTAAGCTTAATTAAGAT 

ATCATTTAC) ""cI X2 

(AATTGTAAATGATATCTTAATTAAGCTTACTAGTGTTAACTCGAGCCTAGGAGCT 

25 CTGCAGCCTGCA) in den mit Sdal und Muni geschnlttenen Vektor pGSV71 kloniert 
wurde. Das erhaltene Plasmid wurde mit Sda/ geschnitten und die Qberstehenden 3'- 
Enden mit T4 DNA Polymerase gegiattet. Das erhaltene Plasmid wurde mit Sdal 
geschnitten, die Qberstehenden 3'-Enden mit T4 DNA Polymerase geglSttet und ein 
197 Basenpaare groRes. mittels T4 DNA-Polymerase geglattetes Hindlll / SphI 

30 Fragment aus pBinAR (H6fgen und Willmitzer. 1990, Plant Science 66, 221-230), 
enthaltend das Terminationssignal des Octopinsynthase Gens aus Agrobacterium 
tumefaciens, eingefOgt. Das erhaltene Plasmid wurde mit plR96 bezeichnet. 
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PGSV71 ist ein Derivat des Plasmldes pGSV7, welches sich vom intermediaren 
Vektor pGSVI ableitet. pGSV1 stellt ein Derivat von pGSC1700 dar, dessen 
Konstruktion von Cornelissen und Vanderwiele (Nucleic Acid Research 17, (1989), 
19-25) beschrieben wurde. pGSV1 wurde aus pGSC1700 erhalten. durch Deletion 
5 des Carbenicillin Resistenzgens. sowie Deletion der T-DNA-Sequenzen der TL-DNA- 
Region des Plasmides pTiB6S3. 

pGSV7 enthalt den Replikationsursprung des Plasmldes pBR322 (Bolivar et al.. 
Gene 2. (1977), 95-113) sowie den Replikationsursprung des Pseudomonas- 
Plasmides pVSI (Itoh et al., Plasmid 11, (1984), 206). pGSV7 enthalt aufierdem das 
10 selektierbare Markergen aadA. aus dem Transposon Tn1331 aus Klebsiella 
pneumoniae, welches Resistenz gegenOber den Antibiotlka Spectinomycin und 
Streptomycin verieiht (Tolmasky, Plasmid 24 (3), (1990), 218-226; Tolmasky and 
Crosa, Plasmid 29(1), (1993), 31-40) 

Das Plasmid pGSV71 wurde erhalten durch Klonierung eines chimaren bar-Gens 
15 zwischen die Borderregionen von pGSV7. Das chimSre bar-Gen enthalt die 
Promotorsequenz des Blumenkohlmosaikvirus zur Initiation der Transkription (Odell 
et al,. Nature 313, (1986), 180), das bar-Gen aus Streptomyces hygroscoplcus 
(Thompson et al., 1987, EMBO J. 6, 2519-2523) und den 3*-untranslatierten Bereich 
des Nopalinsynthasegens der T-DNA von pTiT37, zur Termination der Transkription 
20 und Polyadenylierung. Das bar-Gen vermittelt Toleranz gegenQber dem Herblzid 
Glufosinat-Ammonium. 

Ein 1986 Basenpaare langes Fragment enthaltend den Promoter des Polyubiquitin- 
Gens aus Mais (EMBLK Ace: 94464, Christensen et al., 1992, Plant Mol. Biol. 18: 
675-689) wurde als Psfl-Fragment in pBluescript II SK+ kloniert. Das erhaltene 

25 Plasmid wurde m'rt pSK-ubq bezeichnet. 

Das Plasmid A.t.-OK1-pGEM wurde mit dem Restriktionsenzymen Bspl20l 
geschnitten, mit T4-DNA-Polymerase die Enden geglattet und mit Sad 
nachgeschnitten. Das DNA-Fragment kodrerend das OKI Protein aus Arabidopsis 
thaliana wurde in das Plasmid pSK-ubq kloniert, welches mit Smal und Sad 

30 gschnitten war. Das erhaltene Plasmid wurde mit pSK-ubq-okl bezeichnet. 

Aus dem Plasmid pSK-ubq-ok1 wurde ein Fragment isoliert, welches den Ubiquitin- 
Promoter aus IVIais und das vollstandige offene Leseraster fQr das A.t-OKI Protein 
aus Arabidopsis thaliana enthielt. Dazu wurde das Plasmid mit dem 
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Restriktionsenzym >Asp718l geschnitten, die Enden mit T4 DNA Polymerase 
aufgefOllt und mit Sda\ nacligeschnitten. Das eriialtene, 5799 Basenpaare grofle 
Fragment wurde in das mit EcoRV und Pst\ geschnittene Plasmid plR96 kloniert. Das 
aus dieser Klonierung erhaltene Plasmid wurde mit pUbi-A.t.-OK1 bezeiciinet. 

5 

e) Transformation von Maispflanzen mit dem Plasmid pUbi-A.t-OK1 

Zehn Tage nacli Pollination wurden unreife Embryonen von Maispflanzen isoliert und 
mit Hilfe von Agrobacterium tumefaciens, enthaltend das Plasmid pUbi-A.t.-OK1 als 
Colntegrat, nach der bei Ishida et al. (1996, Nature Biotechnology 14, 745-750) 
10 beschriebenen Methode transformiert. Aus dieser Transformation hervorgegangene 
so genannte TO Pflanzen wurden im Gewachshaus angezogen. 

f) Identifizierung von Maispflanzen, die eine erhdiite Expression des A.t.-OK1 
Proteins aus Arabidopsis thaliana aufweisen 

15 Es konnten mittels Quantitativer RT PGR Analyse Pflanzen identifizlert werden, die 
eine Expression von mRNA, codierend das A.t.-OK1 Protein, aufwiesen. 

g) Erzeugung von liomozygoten Pflanzen, die eine erholite Expression des S.t.-R1 
Proteins oder des A.t.-OK1 Proteins aufweisen 

20 T1 Pflanzen, die eine Expression des S.t.-R1 Proteins Oder des A.t.-OK1 Proteins 
autwiesen, wurden Samen der einzelnen Pflanzen geerntet und jeweils ca. 30 
Samen pro l^anze erneut ausgelegt und im Gewachshaus Icultiviert. F=*flanzen dieser 
T1 Generation wurden im Dreiblattstadium mit einer Losung, enthaltend 0,5% Basta® 
besprttht. Es wurden nur solche Gruppen von T1 i^anzen weiterverfolgt, bei 

25 welchen ca. 25% der jeweils 30 kultivierten Pflanzen nach SprQhen mit der Basta® 
Losung abstarben, da es sich bei diesen Pflanzen urn solche handelt, bei welchen 
die Integration der betreffenden T-DNA des Plasmldes pHN3-146 oder pUbi-A.t.-OK1 
an einem Locus im Genom vorliegt. Aus Blattmaterial von den ca. 75% der Pflanzen, 
die das Spriihen mit Basta® Losung Qberlebten, wurde jeweils genomische DNA 

30 isoliert und mittels Invader® Technology (Pieiberg et al. 2003, Genome Res.;13, 
2171-2177) auf die jeweils vorliegende Kopienzahl hin untersucht. Bel T1 Pflanzen, 
die innerhalb einer Gruppe von Nachkommen einer TO Pflanze, bei der Analyse 
mittels Invader® Technologie ein etwa doppelt so starkes Signal ergaben, wie die 
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restlichen Nachkommen der gleichen TO Pflanze, sind homozygot bezQgflch des 
Locus, an welchem die T-DNA des betreffenden Plasmides Integriert ist. Weisen ca. 
30% der Nachkommen einer TO Pflanze, die die Behandlung mit Basta® Losung 
Qberiebt haben ein etwa doppelt so starkes Signal in der Analyse mittels Invader® 
5 Technologie auf, im Vergleich zu den restlichen ca.70% der Nachkommen der 
gleichen TO Pflanze, so Ist dieses ein weiterer Hinweis darauf, dass es sich um die 
Integration der T-DNA an einem einzigen Locus handelt. 

h) Erzeugung von Pflanzen, die sowohol eine erhShte Expression des S.t.-R1 
1 0 Proteins, als auch eine erhOhte Expression des A.t.-OK1 Proteins aufweisen 

T1 Pflanzen, die erne erhdhte Expression eines S.t.-R1 Proteins aufwiesen und die 
nach der unter g) beschriebenen Analyse homozygot bezuglich der Integration der T- 
DNA des Plasmides pHN3-146 sind und in welchen die Integration an eInem Locus 
im Gemom der Pflanze vorliegt, wurden mit T1 Pflanzen, die eine erhohte Expression 

15 eines A.t.-OK1 Proteins aufwiesen und nach der unter g) beschriebenen Analyse 
homozygot bezQglich der Integration der T-DNA des Plasmides pUbl-A.t.-OK1 sind 
und In welchen die Integration an einem Locus im Gemom der Pflanze vorliegt, 
gekreuzt. Die Nachkommen dieser Kreuzungen weisen sowohl eine erhShte 
Expression des S.t.-R1 Proteins, als auch eine erhohte Expression des A.t.-OKI 

20 Proteins auf. 

i) Analyse der Korner von transgenen Maispflanzen und der von diesen 
synthetisierten Starke 

Aus den unter h) beschriebenen Kreuzungen hen/orgegangenen Komern der 
25 betreffenden Mais Pflanzen wurde Starke isoliert. Die Starke aus KOrnem, die eine 
erhShte Expression des S.t.-R1 Proteins und eine erhShte Expression des A.t.-OK1 
Proteins aufwiesen, enthielt mehr kovalent an die StSrke gebundenes Phosphat. als 
St3rke, isoliert aus nicht transformierten Wildtyp-Pflanzen. 

Starke, Isoliert aus K5rnern, die eine erhShte Expression des S.t.-R1 Proteins und 
30 eine erhShte Expression des A.t.-OK1 Proteins aufwiesen, enthielt ebenfalls mehr 
kovalent an die Starke gebundenes Phosphat, als Starke, isoliert aus Pflanzen, die 
nur eine erhShte Expression des S.t.-R1 Proteins oder nur eine erhShte Expression 
des A.t.-OKI Proteins aufwiesen. 
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13. Herstellung transgener Weizenpflanzen, die eine erhShte Expression 
eines OK1 Proteins und eines R1 Proteins aufweisen 

a) Herstellung von transgenen Weizenpflanzen, die ein R1 Protein 
5 aberexprimieren 

Die Herstellung von Weizenpflanzen. welche eine erhohte Expression des R1 
Proteins von Kartoffel aufweisen, wurde in WO 02 34923 beschrieben. Die dort 
beschriebenen Pflanzen \Nur6en teilweise als Ausgangsmaterial fOr die Herstellung 
von Pflanzen. die eine erhShte Expression eines OK1 Proteins und eines R1 Proteins 
10 aufweisen, eingesetzt. 

b) Herstellung eines Plasmides zur Transfomiatlon von Weizenpflanzen, die ein 
OKI Protein Qberexprimieren 

pMCS5 (Mobitec, www.mobitecde) wurde mit Bglll und BamHI verdaut und religiert. 

1 5 Das erhaltene Plasmid wurde mit pML4 bezeichnet. 

Der nos-Terminator aus Agrobacterium tumefaciens (Depicl^er et al.. 1982, Journal of 
Molecular and Applied Genetics 1: 561-573) wurde mit den Primem P9 
(AGTTGTgCAgCggCCgCgATCgTTCAAACATTTggCAATAAAgTTTC) und PI 0 
(TCTAAgCTTggCgCCgCTAgCAgATCTgATCTAgTAACATAgATgACACC) 

20 amplifiziert (25 Zyklen. 30 sec 94 «C. 30 sec 58 "0, 30 sec 72 *>C), mit Hindin und 
PstI verdaut und in das mit den gleiclnen Enzymen geschnittene Plasmid pML4 
klonlert. Das erhaltene Plasmid wurde mit plVIL4-nos bezeichnet. In diesen Vektor 
wurde ein 1986 Basenpaare langes Fragment enthaltend den Promoter des 
Polyublquitin-Gens aus Mais (Genbank Acc.: 94464, Christensen et al., 1992, Plant 

25 Mol. Biol. 18: 675-689) und dem durch Verdau mit Clal und Religation verkOrzten 
ersten Intron desselben Gens klonlert. Das erhaltene Plasmid wurde mit pML8 
bezeichnet. 

In das Plasmid pML8 wurcle das vollstandige offene Leseraster von OKI aus 
Arabidopsis thaliana kloniert. Dazu wurde das entsprechende Fragment mit 
30 Bsp120/Notl aus A.t.-OKI-pGEM herausgeschnltten und in sense Orientierung in die 
A/of/-Schnittstelle von pML8 ligiert. 
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Aus dem erhaltenen Vektor pML8-A.t.-OK1 kann mit den Restriktionsenzymen AvrU 
und Swal ein Fragment fur die Transformation von Weizenpflanzen 
herausgeschnitten werden, welches den Promoter des Polyublqultin-Gens aus Mais, 
das vollstandige offene Leseraster von OKI aus Arabidopsis thaliana und .den nos- 
5 Terminator aus Agrobacterium tumefaciens enthdit. 

c) Herstellung eines Plasmides zur Erzeugung von Weizenpflanzen, die ein R1 

Protein Qberexprimieren 
Es wurde ein Plasmid hergestellt Indem das DNA-Fragment welches fur das 

10 vollstandige R1 -Protein aus Kartoffel cx>diert. zwischen zwei 
Erkennungsschnittstellen fQr das Restriktionsenzym Pad liegt. Dazu wurde die 
Muftiple Cloning Site aus dem Plasmid pBluescript II SK+ mit Hilfe der Polymerase- 
Kettenreaktion und den beiden Oligonukleotiden MCS1-1 
(I I I I IGCGCGCGTTAATTAACGACTCACTATAGGGCGA) und MCS1-2 

16 (TTTTTGCGCGCTTAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAG) amplifiziert, mit 
dem Restriktionsenzym BssHW nachgeschnitten und In den mit BssHW gschnittenen 
und dephosphorylierten Vektor pBluescript II SK+ (Invitrogen) kloniert. Das erhaltene 
Plasmid wurde mit pSK-Pac bezeichnet. 

In den Vektor pSK-Pac wurde ein A/ofl-Fragment kloniert, welches aus dem Klon 
20 pRL2 (WO 9711188) erhalten wurde. Das Not\ Fragment enthSIt das vollstandige 
offene Leseraster fur das R1 -Protein aus Kartoffel. Das erhaltene Plasmid wurde mit 
plR1 bezeichnet. 

Aus pSK-ubq (siehe oben) wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRV und Smal ein 
Fragment herausgeschnitten, welches den Ubiquitin-Promoter und das verkOrzte 
25 erste Intron enthielt und in die EcoRV-Schnittsteile des Plasmids plR96 kloniert. In 
das erhaltene Plasmid wurde In sense Orientierung zum Promoter ein Pad-Fragment 
aus plR1 kloniert, welches das vollstandige offene Leseraster kodlerend fQr das R1- 
Protein aus Kartoffel enthalt. Das erhaltene Plasmid wurde mit pML82 bezeichnet. 

30 d) Transformation von Weizenpflanzen zur Oberexpression von einem OKI 
Protein 

Weizenpflanzen der Varietat Florida wurden mit aus einem Agarosegel 
ausgeschnittemnen Fragment, welches mit den Restriktionsenzymen AvrU und Swal 
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aus dem Plasmid pML8-A.t.-OK1 herausgeschnitten wurde und den Promoter des 
Polyubiquitin-Gens aus Mais, das vollstandige offene Leseraster von OK1 aus 
Arabidopsis thaliana und den nos-Temninator aus Agrobacterium tumefaciens 
enthalt, zusammen mit dem Plasmid pGSV71 mittels der biolistischen Methode nacli 
5 der bei Becker et al. (1994, Plant Journal 5, 299-307) beschriebenen Methode 
transformiert. Die erhaltenen Pflanzen wurden mit TA-OK1 bezeichnet. 

e) Transformation von Weizenpflanzen zur Oberexpression von elnem R1 Protein 
Welzenpflanzen der Varietat Florida wurden mit dem Plasmid pML82 mittels der 

10 biolistischen Methode nach der bei Becker et al. (1994, Plant Joumal 5, 299-307) 
beschriebenen Methode transfomnlert. Die erhaltenen Pflanzen wurden mit TA-R1 
bezeichnet. 

f) Cotransfomiation von Welzenpflanzen zur Oberexpression eines OKI Proteins 
15 und eines R1 Proteins 

Weizenpflanzen der Varietat Florida wurden mit einem DNA Gemisch, enthaltend 
das Plasmid pML82 und ein mittels HPLC gerelnigtes Fragment, welches mit den 
Restriktionsenzymen Avrll und Swal aus dem Plasmid pML8-A.t.-OK1 
herausgeschnitten wurde und den Promoter des Polyubiquitln-Gens aus Mais, das 

20 vollstandige offene Leseraster von OKI aus Arabidopsis thaliana und .den nos- 
Terminator aus Agrobacterium tumefaciens enthalt, mittels der biolistischen Methode 
nach der bei Becker et al. (1994. Plant Joumal 5, 299-307) beschriebenen Methode 
transformiert. Mit Hilfe von RT-PGR wurden Pflanzen identifizlert, die sowohl eine 
Expression des A.t.-Okl Proteins, als auch eine Expression des S.t.-R1 Proteins 

25 aufwiesen. Die erhaltenen Pflanzen wurden mit TA-R1-OK1 bezeichnet. 

g) Identifizlerung von transgenen Weizenpflanzen 

T1 Pflanzen der Linien TA-R1 und TA-OK1 wurden Im Gewachshaus kultiviert und 
vor der Blute mit Basta® (0,5%lge Losung) besprtiht. Pflanzen, die das Baste® 
30 vermittelnde Resistenzgen nicht exprimieren starben ab. 

h) Herstellung von Weizenpflanzen, die eine Expression eines S.t.-R1 Proteins 
und eine Expression eines A.t.-OK1 Proteins aufwelsen, mittels Kreuzung 
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TA-OK1 Pflanzen, die die Beliandlung mit Basta® Qberiebten, wurden entweder mit 
TA-R1 Pflanzen, die die Behandlung mit Basta® Qberiebten Oder mit homozygoten 
Pflanzen der in WO 02 034923 besciiriebenen Linie 40A-11-8 gekreuzt. Die 
erlialtenen Nachl<ommen wurden mit TA-OklxTA-RI bzw. mit TA-OK1x40A-11-8 
bezeiclinet. 

e) Analyse der transgenen Weizenpflanzen und der von diesen synthetisierten 

Starke 

Aus durcli Kreuzungen der Linien TA-Ok1 und TA-R1 bzw. TA-OK1 und 40A-11-8 
hervorgegangenen Kornem wurde Starke isoliert und der Gelialt an kovaient an die 
Starke gebundenem Phosphat bestimmt. Der Pliosphatgehalt von Stari<e, die aus 
Kornern, entstanden aus den Kreuzungen TA-Ok1 und TA-R1 bzw. TA-OK1 und 
40A-11-8 isoliert wurde, war bei einigen Pflanzen deutlich h3her, als bei StSrke, die 
aus Kornern von entsprechenden Wildtyp-Pflanzen Oder aus Pflanzen der LInie 40A- 
11-8 isoliert wurde. 

FUr die Analyse der Starke aus verscliiedenen TA-R1-OK1 Linien wurden KOmer der 
Jeweiligen Pflanzen geemtet und der C-6-Phosphatgelialt und der C-3- 
Phosphatgefialt der isolierten Starke analysiert. Es konnten einige Pflanzen 
identifiziert werden, bei welchen der Gehalt an C-6-Phosphat plus C-3-Phosphat 
deutlich erhoht war im Vergleicli zu dem Gehalt an C-6-Phosphat plus C-3-Phosphat 
von Starke, isoliert aus Kornern der Linien TA-R1 Oder 40A-1 1-8. 

14. Herstellung transgener Reispflanzen, die eine erhdhte Expression eines 
OKI Proteins und eienes R1 Proteins aufweisen 

a) Herstellung des Plasmides pGlo-A.t.-OKI 

Das Plasmid plR94 wurde erhalten indem der Promoter des Globulin-Gens aus Reis 
durch eine Polymerase Kettenreaktion (30 x 20 sec 94 °C, 20 sec 62 °C, 1 min 68 "C, 
4 mM Mg2S04) mit den Primern glb1-F2 

(AAAACAATTGGCGCCTGGAGGGAGGAGA) und gIbl-RI 

(AAAACAATTGATGATCAATCAGACAATCACTAGAA) auf genomisoher DNA von 
Reis der Varietat l\/I202 mit High Fidelity Taq Polymerase (Invltrogen, Katalognummer 
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11 304-01 1) amplifiziert und in pCR2.1 (Invitrogen Katalognummer K2020-20) kloniert 

wurde. 

Das Plasmid plR115 wurde erhalten indem eine synthetisches Stuck DNA bestehend 
aus den beiden Oligonukleotiden XI 

5 (TGCAGGCTGCAGAGCTCCTAGGCTCGAGTTAACACTAGTAAGCTTAATTAAGAT 

ATGATTTAC) und X2 

(AATTGTAAATGATATGTTAATTAAGCTTACTAGTGTTAACTGGAGCCTAGGAGCT 
CTGCAGCCTGGA) in den mit Sdal und Mun\ gesclinittenen Vektor pGSV71 kloniert 
wurde. 

10 Das erhaltene Plasmid plR115 wurde mit Sdal geschnitten, die Qberstehenden 3'- 
Enden mit T4 DNA Polymerase geglSttet und ein 197 Basenpaare groBes, mittels T4 
DNA-Polymerase geglSttetes Hindlll I SphI Fragment aus pBinAR (H5fgen und 
Willmltzer, 1990, Plant Science 66, 221-230), enthaltend das Temiinationssignal des 
Octoplnsynthase Gens aus Agrobacterium tumefaciens, eingefugt. Das erhaltene 

15 Plasmid wurde mit plR96 bezeichnet. 

Das Plasmid plR103 wurde erhalten, indem ein 986 Basenpaare langes DNA 
Fragment aus plR94, enthaltend den Promoter des Globulin-Gens aus Reis, kloniert 
in das Plasmid pIR96 kloniert wurde. 

pGSV71 ist ein Derivat des Plasmides pGSV7, welches sich vom intermediSren 
20 Vektor pGSVI ableitet. pGSVI stellt ein Derivat von pGSC1700 dar, dessen 
Konstruktion von Comelissen und Vandenwiele (Nucleic Acid Research 17, (1989), 
19-25) beschrieben wurde. pGSVI wurde aus pGSC1700 erhalten, durch Deletion 
des Carbenicillin Resistenzgen, sowie Deletion der T-DNA-Sequenzen der TL-DNA- 
Reglon des Plasmides pTIB6S3. 
25 pGSV7 enthait den Replikatlonsurspmng des Plasmides pBR322 (Bolivar et al.. 
Gene 2, (1977), 95-113) sowIe den Replikationsursprung des Pseudomonas- 
Plasmldes pVSI (Itoh et al., Plasmid 11, (1964). 206). pGSV7 enthSIt aulierdem das 
selektlerbare Markergen aadA, aus dem Transposon Tn1331 aus Klebsiella 
pneumoniae, welches Resistenz gegenQber den Antibiotika Spectinomycin und 
30 Streptomycin verleiht (Tolmasky, Plasmid 24 (3), (1990), 218-226; Tolmasky and 
Crosa, Plasmid 29(1). (1993), 31-40) 

Das Plasmid pGSV71 wurde erhalten durch Klonierung eines chimaren bar-Gens 
zwischen die Borderregionen von pGSV7. Das chimSre ibar-Gen enthSIt die 
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Promotorsequenz des Blumenkohlmosaikvirus zur Initiation der Transl^ription (Odell 
et al., Nature 313. (1985), 180), das bar-Gen aus Streptomyces hygroscopicus 
(Tliompson et al., Embo J. 6, (1987), 2519-2523) und den 3'-untranslatierten Bereich 
des Nopalinsynthasegens der T-DNA von pTiT37, zur Temnination der Transkription 
und Polyadenylierung. Das ibar-Gen vermittelt Toleranz gegenuber dem Herbizld 
Glufosinat-Ammonium. 

Ein DNA-Fragment, welclies die Sequenz des vollstSndigen offenen Leserasters des 
OKI Proteins aus Arabidopsis enthait, wurde aus dem Vektor A.t.-OK1-pGEM 
fierausgeschnitten und in den Vektor plR103 kloniert. Dazu wurde das Plasmid A.t.- 
OKI-pGEM mit dem Restriktionsenzymen esp120l geschnitten, mit T4-DNA- 
Polymerase die Enden geglattet und mit Sa/I nachgesclinitten. Das DNA-Fragment 
kodierend das OKI Protein aus Arabidopsis thaliana wurde in den mit Ec/136ll und 
Xho\ geschnittenenVektor pIRIOS kloniert. Das erhaltene Plamid wurde mit pGlo-A.t.- 
OK1 bezeiclinet. 

b) Transfomiation von Reispflanzen mit dem Plasmid pGlo-A.t.-OKI 
Reispflanzen (Varietat M202) wurden mitteis Agrobacterium (entlialtend das Plasmid 
pGlo-A.t.-OK1 ) unter Venvendung der bei Hiei et al. (1994, Plant Journal 6(2). 271- 
282) beschriebenen Methode transformiert. 

c) Analyse der transgenen Reispflanzen, die mit dem Plasmid pGlo-A.t.-OK1 
transformiert wurden 

Es konnten mitteis Quantitatlver RT PGR Analyse Pflanzen identifiziert werden, die 
eine Expression von mRNA, codierend das A.t.-OK1 Protein, aufwiesen. 
Homozygote Pflanzen der T1 Generation wurden wie oben in Beisplel 1 1 . g) anhand 
von Maispflanzen beschrieben, identifiziert. Die eriialtenen Pflanzen wurden mit OS- 
OKI bezeichnet. 

d) Transformation von Reispflanzen mit dem Plasmid pl\/IL82 

Reispflanzen (Varietat M202) wurden mitteis Agrobacterium (entiialtend das Plasmid 
pML82) unter Verwendung der bei Hiei et al. (1994, Plant Journal 6(2), 271-282) 
besciiriebenen Metiiode transformiert. 
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e) Analyse der transgenen Reispflanzen, die mit dem Plasmid pGloML82 
transformiert wurden 

Es konnten mittels Quantitativer RT PGR Analyse Pflanzen Identiflziert warden, die 
sine Expression von mRNA, codierend das S.t.-RI Protein, aufwiesen. Homozygote 
Pflanzen der T1 Generation wurden wie oben in Beispiei 11. g) aniiand von 
Maispflanzen beschrleben, identiflziert. Die erhaltenen Pflanzen wurden mit OS-R1 
bezeichnet. 

f) Herstellung von Reispflanzen, die eine Expression eines S.t.-R1 Proteins und 
eine Expression eines A.t.-OK1 Proteins aufweisen, mittels Kreuzung. 

Homozygote OS-OK1 Pflanzen wurden entweder mit homozygoten OS-R1 Pflanzen, 
gekreuzt. Die eriialtenen Nachkommen wurden mit OS-Ok1xOS-R1 bezeichnet. 

g) Analyse der transgenen Reispflanzen und der von diesen synthetisierten Starke 
Aus den durch Kreuzungen hervorgegangenen OS-OklxOS-RI Komem wurde 
Starke isoliert und der Gehalt an kovalent an die StSrke gebundenem Phosphat 
bestimmt. Der Phosphatgehalt in C-6-Position und in C-3-Position der 
Glucosemolekule von Starke, die aus Kornern, entstanden aus den Kreuzungen der 
Linien OS-Okl und OS-R1 isoliert wurde, war bei einigen Linien deutlich hoher, als 
bei Starke, die aus Kornern von entsprechenden Wildtyp-Pflanzen oder aus Pflanzen 
der Linien OS-R1 isoliert wurde. 
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PatentansprQche 

1. Genetisch modifizierte Pflanzenzelle, dadurch gekennzeichnet. dass sie eine 
erhohte Aktivitat mindestens eines OK1 Proteins und mindestens eines R1 
Proteins im Vergleich zu entsprechenden nicht genetisch modifizierten Wlldtyp- 
Pflanzenzellen aufwelst. 

2. Genetisch modifizierte Pflanzenzelle nach Anspoich 1, wobel die genetische 
IVlodifil<ation in der EinfQhrung mindestens eines fremden Nucleinsauremolekuls, 
in das Genom der Pflanze besteht. 

3. Genetisch modifizierte Pflanzenzelle nach Anspruch 2, wobei mindestens ein 
fremdes NucleinsauremolekQI ein OK1 Protein codiert. 

4. Genetisch modifizierte Pflanzenzelle nach Anspruch 2, wobel mindestens ein 
fremdes NucleinsauremolekQI ein R1 Protein codiert. 

5. Genetisch modifizierte Pflanzenzelle nach Anspruch 2, wobei ein erstes fremdes 
NucleinsauremolekQI ein R1 Protein codiert und ein zweltes fremdes 
NucleinsauremolekQI ein OK1 Protein codiert. 

6. Genetisch modifizierte Pflanzenzelle nach Anspmch 4 Oder 5. wobei besagtes 
fremdes, ein R1 Protein codierendes, NucleinsauremolekQI ein R1 Protein aus 
Kartoffel. Weizen. Mais, Reis. Soyabohne, Citrus oder yAra/)/dops/s codiert. 

7. Genetisch modifizierte Pflanzenzelle nach einem der AnsprQche 1 bis 6, die eine 
modifizierte Starke synthetisiert Im Vergleich zu entsprechenden nIcht genetisch 
modlflzlerten Wildtyp-Pflanzenzellen. 

8. Genetisch modifizierte Pflanzenzelle nach Anspruch 7, wobel die modifizierte 
Starke dadurch gekennzeichnet ist, dass sie einen erh6hten Gehalt an 
Starkephosphat und/oder eine veranderte Phosphatverteilung aufwelst, im 
Vergleich zu Starke, isoliert aus entsprechenden nicht genetisch modifizierten 
Wildtyp-Pflanzenzellen. 

9. Genetisch modifizierte Pflanzenzelle nach Anspmch 8. wobel die modifizierte 
Starke dadurch gekennzeichnet Ist, dass sie ein verandertes Verhaltnis von C-3- 
Phosphat zu C-6-Phosphat aufwelst. 
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10. Pflanze enthaltend genetisch modifelerte Pflanzenzellen nach einem der 
AnsprtJche 1 bis 9. 

1 1 . Pflanze nach Anspruch 1 0. die eine Starl<e speichernde Pflanze ist. 

1 2. Pflanze nach Anspruch 1 1 , die eine IVIaispflanze oder Weizenpflanze ist, 

13. Vermehmngsmaterial von Pflanzen nach einem der AnsprQche 10, 11 oder 12. 
enthaltend genetisch modifizierte Pflanzenzellen nach einem der AnsprQche 1 bis 
9. 

14. Erntebare Pflanzenteile von Pflanzen nach einem der AnsprQche 10, 11 oder 12, 
enthaltend genetisch modifizierte Pflanzenzellen nach einem der AnsprQche 1 bis 
9. 

15. Verfahren zur Herstellung einer genetisch modifizierten Pflanze nach einem der 
AnsprQche 10, 11 oder 12, worin 

a) eine Pflanzenzelle genetisch modifiziert wird, wobei die genetlsche 
Modifikatlon zur Erhohung der AktivitSt eines OKI Proteins und eines R1 
Proteins im Verglelch zu entsprechenden nicht genetisch modifizierten 
Wlldtyp-Pflanzenzellen fuhrt; 

b) aus Pflanzenzellen von Schritt a) eine Pflanze regeneriert wird; und 

c) gegebenenfalls weitere Pflanzen mit Hilfe der Pflanzen nach Schritt b) 
erzeugt werden. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, worin die genetlsche Modifikatlon in der EinfQhrung 
eines fremden NucleinsSuremolekQIs in das Genom der Pflanzenzelle besteht 

7. Verfahren nach Anspruch 16, wobei mindestens ein besagtes fremdes 
Nucleinsauremolekul ein R1 Protein codiert. 

8. Verfahren nach Anspruch 16, wobei mindestens ein besagtes fremdes 
NucleinsauremolekQI ein OKI Protein codiert. 

9. Verfahren nach einem der AnsprQche 15 bis 18, worin die genetisch modifizierte 
Pflanze Im Vergleich zu entsprechenden nicht genetisch modifizierten Wildtyp- 
Pflanzen eine modifizierte Starke synthetlsiert. 
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20. Verfahren nach Anspruch 19, worin die modlfizierte Starke dadurch 
gekennzeichnet ist, dass sie einen erhohten Gehalt an kovalent an die Starke 
gebundenem Phosphat aufweist. 

21. Verfahren nach Anspruch 19 oder 20, worin die nnodifizierte Starke dadurch 
gekennzeichnet ist. dass sie ein verandertes Verhaltnis von C-3-Phosphat zu C- 
6-Phosphat aufweist. 

22. Modifizierte Starke erhaltlich aus einer genetisch modiflzierten Pflanze nach elnenn 
der Anspruche 10, 11 oder 12, aus Vermehrungsmaterial nach Anspruch 13 oder 
aus erntebaren Pflanzenteilen nach Anspruch 14. 

23. Verfahren zur Herstellung einer modifizierten Starke umfassend den Schritt der 
Extraktion der Starke aus einer genetisch modifizierten l^anzenzelle nach einem 
der Anspruche 1 bis 9. 

24. Verfahren zur Herstellung einer nnodifizierten Starke umfassend den Schritt der 
Extraktion der Starke aus einer Pflanze nach einem der Anspruche 10, 11 oder 
12,. 

25. Verwendung von Pflanzen nach einem der Anspruche 10, 11 oder 12 zur 
Herstellung einer modifizierten Starke. 

26- Modifizierte StSrke erhaltlich nach einem Verfahren nach einem der Ansprtlche 23 
Oder 24, 

27. Verfahren zur Herstellung einer derivatisierten Starke, worin modifizierte Starke 
nach Anspruch 22 oder 26 derivatisiert wird. 

28. Derivatisierte Starke erhaltlich nach einem Verfahren nach Anspruch 27. 

29. Verwendung von modifizierter StSrke nach einem der AnsprOche 22 oder 26 zur 
Herstellung von derivatlsierter Starke. 

30. Mehle, enthaltend modifizierte Starke nach Anspruch 22 oder 26. 

31. Mehle, erhaltlich aus Pflanzenzellen nach einem der Ansprtlche 1 bis 9, aus 
Teilen von Pflanzen nach einem der Anspruche 10, 11 oder 12, aus 
Vermehrungsmaterial nach Anspruch 13 oder aus erntebaren Pflanzenteilen nach 
Anspruch 14. 
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32. Verfahren zur Herstellung von Mehlen, umfassend den Schritt des Mahlens von 
Pflanzenteilen von Pflanzen nach einem der AnsprQche 10, 11 oder 12 oder von 
Vermehoingsmaterial nach Anspruch 13 oder erntebarem Material nach Anspruch 
14. 

33. Verwendung von genetisch modifizierten Pflanzenzellen nach einem der 
AnsprQche 1 bis 9 Oder von Pflanzen nach einem der AnsprQche 10, 11 oder 12 
zur Herstellung von Mehlen. 

34. Rekombinantes NukleinsauremolekQI enthaltend ein Nuclelnsauremolekul 
codierend ein OKI Protein und ein NuclelnsauremolekQI codierend ein R1 Protein. 

35. Vektor enthaltend ein rekombinantes Nucleinsauremolekul nach Anspruch 34. 

36. Vektor nach Anspruch 35, wobei die rekomblnanten Nucleinsauremolekule mit 
regulatorischen Sequenzen verknQpft sind, die die Transkription in 
prokaryontlschen oder eukaryontischen Zellen initiieren. 

37. Wirtszelle, die genetisch modifiziert ist mit einem rekomblnanten 
Nucleinsauremolekul nach Anspruch 34 oder mit einem Vektor nach einem der 
AnsprQche 35 oder 36. 

38. Zusammensetzung enthaltend ein rekombinantes Nucleinsauremolekul nach 
Anspruch 34 oder einen Vektor nach einem der AnsprQche 35 oder 36. 

39. Zusammensetzung enthaltend eine Nucleinsauresequenz codierend ein OKI 
Protein und eine Nucleinsauresequenz codierend ein R1 Protein. 

40. Verwendung einer Zusammensetzung nach einem der AnsprQche 38 oder 39 zur 
Transformation von Pflanzenzellen. 
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Zusammenlassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Pflanzenzellen und Pflanzen, die genetisch 
modlfiziert sind, wobei die genetische Modifikatlon zur Erli6hung der Aktivitat eines 
Starke phosphoryllerenden OK1 Proteins und eines Starke phosphorylierenden R1 
Proteins im Vergleich zu entsprechenden nicht genetisch modifizierten Wildtyp- 
Pflanzenzellen bzw. Wildtyp-Pfianzen fQhrt. Ferner betrifft die vorliegende Erfindung 
Mittel und Verfahren zur Herstellung solcher Pflanzenzellen und Pflanzen. Derartige 
Pflanzenzellen und Pflanzen synthetisieren eine modifizierte Starke. Die vorliegende 
Erfindung betrifft daher auch die von den erfindungsgemaiien Pflanzenzellen und 
Pflanzen synthetlsierte Starke. Verfahren zur Herstellung dieser Starke, sowie die 
Herstellung von Starkederivaten dieser modifizierten Starke, als auch Mehle, 
enthaltend erfindungsgemaBe Starken. 

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung, NucleinsauremolekQIe und Vektoren, 
enthaltend Sequenzen. die fUr ein OK1 Protein und ein R1 Protein codieren. sowIe 
Wirtszellen. die diese NucleinsauremolekQIe enthalten. 



1 /6 



BCS 04-5012-K» 

EPO-BERUN 
2 1 ^)7- 2004 




Fig. 2 



5/6 



BCS 04-501 2-EP 




[p/y-^^P]ATP 



control I + OK1 
[y-^^P]ATP 



Fig. 6 



6/6 




• I I ■ 

Ansatz1-1 Ansa1z1-2 Ansatz2 AnsatzS Ansatz4 Summe 

Ansafz 1- 
+ Ansatz 



18000 -1 

•K>- Ansatz 1 

16000 - --O- Ansatz 2 
-^Ansatz 3 
14000 --_<^Summe1 + 2 

12000 




•£3 10000 

1 8000 
o 

6000 



Fig. 8 



10 20 
Inkubationszeit [Minuten] 



BCS 04-5012„Erh6hte Akt, OKI & R]_SEQUENZPR0T0K0LL.ST25 
SEQUENCE LISTING 



<110> Bayer Cropscience GmbH 



EPO-BERLIN 
2 1 -07- 2004 



<120> Pflanzen mit erhohter Aktivitat mehrerer Starke phosphorylierender Enzyme 



<130> BCS 04-5012-EP 
<160> 17 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 3591 

<212> DNA 

<213> Arabidopsis thai i ana 
<220> 

<221> CDS 

<222> C1)-.C3591) 

<223> 



<400> 1 
atg gag age 
Met Glu ser 
1 

act aga aac 
Thr Arg Asn 



aga gtt aat 
Arg val Asn 
35 

cgt etc act 
Arg Leu Thr 
50 

aag aag aaa 
Lys Lys Lys 
65 

gat cat caa 
Asp His Gin 



att ggc 
lie Gly 

tea tea 
Ser Ser 
20 

etc age 
Leu Ser 



age cat tgt 
ser His cys 



tea tea ett 
ser Ser Leu 



tgc act 
cys Thr 



gat gqa 
Asp Gly 



gtt aat 
val Asn 
85 



eac 
His 



get 

Ala 



tea 
ser 
70 

ttt 
Phe 



caa tct 
Gin ser 
40 

act tct 
Thr Ser 
55 

gga aeg 
Gly Thr 



tgc 
cys 



cet 
pro 
25 

eac 
His 



age tct cet 
ser Ser Pro 
10 

aga etc gtt 
Arg Leu val 



cga etc aga 
Arg Leu Arg 



ttc ace 
Phe Thr 



ggt gae 
Gly Asp 



tct 
ser 



aaa 
Lys 

cat 
His 



tec ace att 
ser Thr lie 
60 

gtg agg ttg 
val Arg Leu 
75 

gtg get atg 
val Ala Met 
90 

Seite 1 



aac ate 
Asn lie 
30 

aac tec 
Asn ser 
45 

gag gaa 
Glu Glu 



ttc ate 
Phe lie 
15 

act cac 
Thr His 



aat tct 
Asn ser 



caa egg 
Gin Arg 



aat gtg agg tta 
Asn val Arg Leu 
80 

ttt gga tea get 
Phe Gly ser Ala 
95 



48 



96 



144 



192 



240 



288 
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fw^ *99 aaa aag aaa teg cct ttg aat tag agt aaa 3qe 

Lys Glu He Gtg ser Trp Lys Lys Lys se? Pro LeG Asn Trl sir Glu 



110 



5?^ gtt tgt gag ttg gaa ctt gac ggt ggt cag qtt tta aaa ^Ra 
Asn Gfy Trp val cys Glu Leu Glu Leu Asp cTy gTJ Gin ?al Cl§ ilg 
•^•L^ 120 125 

tat aag ttt gtc att gtt aag aat gat ggt tea ctt tea too aaa t-rt- a:i^ 
Tyr Lys Phe val He Val Ly| Asn Xsp gfy Ser til lev T^t 8l2 llr 

135 140 

ggt gat aat cgt gtc ctt aag gtt cca aat tct aaa aat ttt i-rt ntt /ion 
G?y ASP Asn Arg val Leu LyI ^al Pro aIS IS i?? Se leJ Si 

155 160 

Si^} 9?^ S9a gaa acc ctt gat tta cct caa aaa q^H 

val cys His Trp Asp Ala Thr Arg Glu Thr Leu AsJ llu Gin Glu 
165 170 175 



205 



576 



gi? I?J IK ||S 15 IS g?J g IfJ i?? SS if2 |» jat aaj 

J-oU 185 190 

cat gat gtt ggt gat gat aga gta gtg gga agt qaa aat aat aca ran a^A 
HIS Asp val GTy Asp Asp Arg val vaT gTy sir if 2 gn i?J 111 Gig 



ctt cag aag agt aca ttg ggt ggg caa tgg caa qqt aaa aat aco tcr ayy 
Leu Gin Lys ser Thr Leu cTy G?y Gin Trp Gin ||y l?s aS ?li ler 

ttt atg cgt tct aat gat cat ggt aac aga gaa att aat aaa aat tnn 7r>n 
Phe Met Arg ser Asn Asp His iTy Asn A?g ?lu Si g?J If^ 720 

235 240 

^"^^ aca get ctt aag atg att aaa aat aat 7f^si 

ASP Thr ser cTy Leu Glu GTy Thr Xla Leu Lys Met val Gig i?J tsl 
245 250 255 

cgc aac tct aag aac tgg tgg aga aag ctt gaa atg gta cac aaa att «n^; 
Arg Asn Ser Lys Asn Trp Trp Arg LyI Leu Glu Met Val Apg ilg §S 

265 270 

S^? S?^ ^tt gag agg gag gaa cga ttg aag acq etc ata tac ftfi4 
He val GTy ser Val Glu Arg Glu Glu Arg Leu Lys Ala Leu ill rir 

280 285 

If r 3?^ V^^ 99^ cag att cct tgt ttt 912 

ser Ala He Tyr Leu Lys Trp He Asn Thr GTy Gin He Pro cys Phe 

295 300 

f?3 if? i?? ^\ 5?| J?S g| |?S i?g ?fj 

S: S?S i?g §?g 5?i liJ - 9« «ct act 1008 

325 330 335 

gfg i?s I? s: ?if Si 51 5?^ i?i «3 «t tct 1056 

i40 345 350 

ttc aaa gca gag ttt act gea get gtc cct eta act cqq att ann nar -nn>i 
355 "^^"^ ^""^ 360 

selte 2 
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r-^f rnn aai- aat att cct Cat gat ctc aaq caa gaa ate aag 
111 £la Sis A?i aS ?le pS His ?sp Leu Lyi Gin Glu He Lys 
370 375 

=r-n ai-a raa aat aaa ctt cac cgg aat get gqt cca gaa gat eta 
5?i ?h? Ill §lS aIS L?i as His A?i Asn Ala G^y pro Glu Asp Leu 
385 390 

Si ir. i?s s: |g SI ej si 

IS i?? fg SI ?j? ifs §fn s| si ss g gfs 
St ifp ill III *ts g?? IS feS ?s inS §fn g5 rp IS 

435 440 

=1^1=1 i-rt ata aat qat aga ggt ctt tct gcg ctc aat ttg ttt ttt 
tyt lie sir ml lip A?g iTy Leu ser Ala Leu Asn Leu Phe Phe 
450 455 

gaa tgt aaa aag cgc ctt gae aca tea gaa gaa tea age aat gtt ttg 
Glu cys Lys Lys Arg Leu Asp Thr ser Gly Glu ser ser Asn vai ueu 
465 "^70 

i!g S8 Si SI f SJ SS 5fs IS as ?fa IS l?l gfS tS Ife 
SI Si i^S S5 IS i?$ S2 II Ifp ?S irl Ifg ?S S?S 

Si ?si sa 31 §?g Si III Si gi i?g Si t% ss g?g ?s 



515 



*-^r- i-i"t- tn-t eta eta aqc aga tte etc aat get ctt gaa act atg 
Tyr Se Ihl Sal llr A?g Phe Leu Asn Ala Leu Glu Thr Met 

530 535 

|?J ITy n fu ?fa SI Ifp §1? || S? §5? ||| 

IS ??^p Jfn ifp ss s Si ?ra ?s 5g gfy Si? §!s ?i? 



565 



570 



575 



ify as IS si =^ iiS 1 si Jss ?s si § is its 

580 585 

etc ctt act tag cga gaa agg gac eta ctt gaa aaa gaa ggg gaa gag 
SS ^ll Ala T?p Arg Glu Arg Asp Leu Leu Glu Lys Glu GTy Glu Glu 
595 600 

^p § SI ?s Si II Si? SI III ?s Si iii 
1^1 Si TeS ||i El IS ?ii gg Si si §!i si gi 

625 630 o^-* " 
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1152 

1200 

1248 

1296 

1344 

1392 

1440 

1488 

1536 

1584 

1632 

1680 

1728 

1776 

1824 

1872 

1920 
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cct cct aat gtg gag att tta gga aaa get eta qqa att cca aaa aat- iokb 
Pro Pro Asn vaT Glu lie Leu cTy Lys Ala Leu cTy lie P?§ Glu aS 

650 655 

li? ?s m ?s ?s? ?s i?3 ifi J?* i?i g?j SI ^016 

665 670 

5?^ *9<= 3ct gtt ctt eta aaa get qta aaa aat tra yneiA 

Gin He ser Lys Leu Cys Thr val Leu Leu Lys Xla Sal A?g Isn Hr 

680 685 

3" 9ag ggc tgg gat gtc gtt gta cct qqa tea aca tct nnn 
Leu GTy ser Glu GTy Trp Asp val ^al val Pro G?? se? ?h? seJ i?? ^^^^ 
D»u 695 700 

aca tta gtt cag gtt gag age att gtt ecg gga tea tta cca aca art- ^icn 
Thr Leu val Gin Val Glu ser He ^al Pr§ gfy Hr CeS p" 111 Thr 
'"^ 710 715 720 

le^j i?j m m ?u lii ^is ?s g?5 g5 gfs ^^08 

730 735 

gag gta agt get get aat ggg aac ata act aaa otr atn rrr /-i-n 
Glu val ser Ala Ala Asn H?? Asn lie 111 g?? ?S g^? §f9 2256 

'^^^ 745 750 

gag ctg cct cac ttg tct cac ctt ggc gtt aga gcq caa cao aaa aa;i :>^nA 
Glu Leu Pro HIS Leu Ser His Leu ITy ^al Apg ?ll Arg Gin llg tyt 

760 765 

??i fij SI ?i? ?£? gi m m ill m fg i^t ?Ti 

III ?if g?? ??i SI §1? j|g §fs iij «2 2400 

790 795 800 

SIS 2S ??l S: I? ?SJ g?3 i?5 m III S5 ?sj - - «c aat 3448 

oU> 810 g25 

fli ^^9 age tta tct aag aaa aaa aca aat 74Qfi 

Ala Thr Lys Lys Thr Asp Lys Asn ser Leu Ser LyI LyI tyt jhr III ^^^^ 

825 830 

aag aag age tta tct ate gat gat gaa gaa tea aaa crt ant- t-r-a -ycAA 
Lys Lys ser Leu ser He Xsp Xsg llu gfS le? tyt Pro i?J llr ^^^^ 

tct tec aat age etc ctt tae tct tec aag aat ate cct aat ana nna tKat 
ser ||r Asn ser Leu Leu T^r ser ser Lyi ?tp |le Prl lir g?y g?y 

F^* 9?^ 9ca gat gta cca act tct ggt tea aaa tct pfiAn 
lie lie Ala Leu Ala Asp Ala Asp Val Pro Thr ser cTy se? lyl IS 
'^^^ 870 875 880 

??3 i^t ggt ctt ctt gca tct tta gca gaa gee tct aat aaa ata yRaa 
Ala Ala cys cTy Leu Leu Ala Ser Leu Ala GlS Ala ler leF tyt ?a? 

885 890 895 

Sif t^r Pin 5?f 5?^ 9^1 S^9 gca tea ttt aag gtt cea act gga gtt 2736 
His ser Glu His Gly val Pro Ala ser Phe Lys val Pro Thr GTy val 
auo 905 910 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKl & r1_SEQUENZPROTOKOLL.ST25 

qtc ata cct ttt gqa teg atg gaa tta get tta aag caa aat aat teg 
val lie Pro Phe Gly ser Met Glu Leu Ala Leu Lys Gin Asn Asn Ser 
915 920 925 

gaa gaa aag ttt gcg tct ttg eta gaa aaa eta gaa ace gee aga cct 
Glu Glu Lvs Phe Ala Ser Leu Leu Glu Lys Leu Glu Thr Ala Arg Pro 
930 935 940 

qag ggt gqt gag eta gac gac ata tgt gae cag ate eat gaa gtg atg 
Glu Gly Gly GlQ Leu Asp Asp He cys Asp Gin He His Glu val Met 
945 950 955 you 

aaa aeg ttg caa gtg cct aaa gaa aca ate aae age ata age aaa gcg 
LVS Thr Leu Gin Val Pro Lys Glu Thr He Asn ser He ser Lys Ala 
' 965 970 975 

ttt etc aaa gat get egt etc att gtt egt tea agt get aae gtc gag 
Phe Leu Lys Asp Ala Arg Leu He val Arg ser Ser Ala Asn Val Glu 
980 985 990 

tta gee gga atg tea get gca gga etc tat gaa tea ate cct aae 
Leu Ala Gly Met Ser Ala Ala Gly Leu Tyr Glu ser He Pro Asn 
1000 """"^ 



gac 
Asp 



995 



1005 



gtg 
val 



gtt 

val 



get 

Ala 



caa 
Gin 



agt 
Ser 



cct 
Pro 



tgg 
Trp 



agt ecc teg gat cct ttg gtg ttt tea gat teg gtt tgc caa 
ser pro ser Asp Pro Leu val Phe ser Asp Ser Val cys Gin 
1010 1015 1020 

tqq get tct etc tac aca aga aga get gtt eta age egt aga 
Trp Ala ser Leu Tyr Thr Arg Arg Ala val Leu Ser Arg Arg 
1025 1030 1035 

get ggt gtc tct caa aga gaa get tea atg get gtt etc gtt 
Ala Gly val ser Gin Arg Glu Ala ser Met Ala val Leu val 
1040 1045 1050 

gaa atg ett teg ceg gae tta tea tte gtt etg cac aca gtg 
Glu Met Leu Ser Pro Asp Leu Ser Phe Val Leu His Thr val 
1055 1060 1065 

cca get gat ceg gac agt aae ett gtg gaa gee gag ate get 
pro Ala ASP Pro Asp ser Asn Leu val Glu Ala Glu He Ala 
1070 1075 1080 

qqt tta ggt gag act tta get tea gga aca aga gga aca cca 
Gly Leu Gly Glu Thr Leu Ala ser Gly Thr Arg Gly Thr Pro 
1085 1090 1095 

aga etc get teg ggt aag etc gac ggg att gta caa ace tta 
Arg Leu Ala ser Gly Lys^ Leu Asp Gly He val^ Gin Thr Leu 



1100 



1105 



get 
Ala 



cct 
pro 



aaa 
Lys 



aga 
Arg 



ttc gca aac tte age gaa gag ett ett gtg tea gga aca ggt 

Phe Ala Asn Phe Ser Glu Glu Leu Leu val ser Gly Thr Gly 
1115 1120 1125 

get gat gga aaa tac gtt egg ttg ace gtg gae tat age aaa 

Ala Asp Gly Lys Tyr val Arg Leu Thr Val Asp Tyr Ser Lys 



1130 ' 1135 

egt tta act gtt gac teg gtg ttt aga cag cag etc ggt cag 
Arg Leu Thr val Asp ser Val Phe Arg Gin Gin Leu Gly Gin 

1150 



1145 



1155 



etc ggt teg gtt ggt ttc tte ttg gaa aga aac ttt ggc tgt 
Leu Gly ser val Gly Phe Phe Leu Glu Arg Asn Phe Gly cys 
1160 1165 1170 
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2784 

2832 

2880 

2928 

2976 

3024 

3069 

3114 

3159 

3204 

3249 

3294 

3339 

3384 

3429 

3474 

3519 



BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & Rl_SEQUENZPROTOKOLL.ST25 

get caa gac gtt gaa ggt tgt ttg gtt ggt gaa gat qtt tac att ?qfi4 
Ala Gin ASP val Glu cTy cys Leu val GTy Glu AsJ val Tyr nt ^^^^ 
11/5 1180 1185 

gtt cag tea agg cca caa cct ctg tag ocqi 
val Gin ser Arg Pro Gin Pro Leu 
1190 1195 

<210> 2 

<211> 1196 

<212> PRT 

<213> Arabidopsis thai i ana 



<400> 2 
Met Glu 

1 5 ' ' 10 ■'" 15 



Met Glu ser He Gly ser His cys cys ser ser Pro Phe Thr Phe He 



Thr Arg Asn ser ser ser Ser Leu Pro Arg Leu val Asn He Thr His 
20 25 30 

Arg Val Asn Leu Ser His Gin Ser His Arg Leu Arg Asn Ser Asn Ser 
35 40 45 

Arg Leu Thr Cys Thr Ala Thr Ser ser Ser Thr lie Glu Glu Gin Ara 
50 55 60 

Lys Lys Lys Asp Gly ser Gly Thr Lys Val Arg Leu Asn Val Arg Leu 
°5 70 75 80 

Asp His Gin val Asn Phe Gly Asp His Val Ala Met phe Gly ser Ala 
85 90 95 

Lys Glu He Gly Ser Trp Lys Lys Lys Ser Pro Leu Asn Trp ser Glu 
100 105 110 

Asn Gly Trp Val cys Glu Leu Glu Leu Asp Gly Gly Gin val Leu Glu 
115 120 125 

Tyr Lys Phe val He val Lys Asn Asp Gly Ser Leu Ser Trp Glu ser 
-•■jO 135 14Q 

Gly Asp Asn Arg val Leu Lys Val Pro Asn ser Gly Asn Phe ser Val 
145 150 155 160 

Val Cys His Trp Asp Ala Thr Arg Glu Thr Leu Asp Leu Pro Gin Glu 
165 170 175 

val Gly Asn Asg Asp Asp Val Gly Asp Gly Gly His Glu Arg Asp Asn 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & r1_SEQUENZPROTOKOLL.ST25 

His ASP val Gly Asp Asp Arg val val Gly ser Glu Asn Gly Ala Gin 
195 200 205 

Leu Gin Lys ser Thr Leu Gly Gly Gin Trp Gin Gly Lys Asp Ala Ser 
210 215 220 

Phe Met Arg ser Asn Asp His Gly Asn Arg Glu val Gly Arg Asn Trp 
225 230 235 240 

Asp Thr ser Gly Leu Glu Gly Thr Ala Leu Lys Met Val Glu Gly Asp 
245 250 255 

Arg Asn ser Lys Asn Trp Trp Arg Lys Leu Glu Met val Arg Glu val 
260 265 270 

lie val Gly ser val Glu Arg Glu Glu Arg Leu Lys Ala Leu He Tyr 
275 280 285 

ser Ala lie Tyr Leu Lys Trp lie Asn Thr Gly Gin lie Pro Cys Phe 
290 295 300 

Glu ASP Gly Gly His His Arg Pro Asn Arg His Ala Glu He Ser Arg 
305 310 315 320 

Leu He Phe Arg Glu Leu Glu His xle cys Ser Lys Lys Asp Ala Thr 
325 330 335 

pro Glu Glu val Leu Val Ala Arg Lys He His Pro Cys Leu Pro ser 
340 345 350 

Phe Lys Ala Glu Phe Thr Ala Ala val Pro Leu Thr Arg lie Arg Asp 
355 360 365 

lie Ala His Arg Asn Asp He Pro His Asp Leu Lys Gin Glu He Lys 
370 375 380 

His Thr lie Gin Asn Lys Leu His Arg Asn Ala Gly Pro Glu Asp Leu 
385 390 395 400 

He Ala Thr Glu Ala Met Leu Gin Arg He Thr Glu Thr Pro Gly Lys 
405 410 415 

Tvr ser Gly Asp Phe Val Glu Gin Phe Lys He Phe His Asn Glu Leu 
^ 420 425 430 

LVS ASP Phe Phe Asn Ala Gly Ser Leu Thr Glu Gin Leu Asp Ser Met 
435 440 445 

Lys lie ser Met Asp Asp Arg Gly Leu ser Ala Leu Asn Leu Phe Phe 
450 455 460 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & RL-SEQUEN2PROTOKOLL-ST25 

Glu cys Lys Lys Arg Leu Asp Thr ser Gly Glu ser ser Asn val Leu 
465 470 475 480 

Glu Leu lie Lys Thr Met His Ser Leu Ala Ser Leu Arg Glu Thr He 
485 490 495 

lie Lys Glu Leu Asn ser Gly Leu Arg Asn Asp Ala Pro Asp Thr Ala 
500 505 510 

lie Ala Met Arg Gin Lys Trp Arg Leu Cys Glu He Gly Leu Glu Asp 
515 520 525 

Tyr Phe Phe val Leu Leu ser Arg Phe Leu Asn Ala Leu Glu Thr Met 
530 535 540 

Gly Gly Ala Asp Gin Leu Ala Lys Asp val Gly ser Arg Asn val Ala 
545 550 555 560 

ser Trp Asn Asp Pro Leu Asp Ala Leu val Leu Gly Val His Gin val 
565 570 575 

Gly Leu ser Gly Trp Lys Gin Glu Glu Cys Leu Ala He Gly Asn Glu 
580 585 590 

Leu Leu Ala Trp Arg Glu Arg Asp Leu Leu Glu Lys Glu Gly Glu Glu 
595 600 605 

53X '^^^ '^^^ Met Arg Leu Lys Ala Thr Leu Asp Arg 
610 615 620 

Ala Arg Arg Leu Thr Ala Glu Tyr ser Asp Leu Leu Leu Gin lie Phe 
625 630 635 640 

Pro Pro Asn val Glu He Leu Gly Lys Ala Leu Gly He Pro Glu Asn 
645 650 655 

ser val Lys Thr Tyr Thr Glu Ala Glu He Arg Ala Gly He He Phe 
660 665 670 

Gin He ser Lys Leu cys Thr val Leu Leu Lys Ala val Arg Asn ser 
675 680 685 

5lX ^""y '^^P Asp val val val pro Gly ser Thr ser Gly 

690 695 700 

Thr Leu val Gin val Glu Ser He Val Pro Gly ser Leu Pro Ala Thr 
705 710 715 720 

Ser Gly Gly pro He He Leu Leu Val Asn Lys Ala Asp Gly Asp Glu 
725 730 735 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & R3_SEQUENZPR0T0K0LL.ST25 

6lu Val Ser Ala Ala Asn Gly Asn lie Ala Gly val Met Leu Leu Gin 
740 745 750 

Glu Leu Pro His Leu ser His Leu Gly Val Arg Ala Arg Gin Glu Lys 
755 760 765 

lie val Phe val Thr Cys Asp Asp Asp Asp Lys val Ala Asp lie Arg 
770 775 780 

Arg Leu Val Gly Lys Phe Val Arg Leu Glu Ala Ser Pro Ser His val 
785 790 795 800 

Asn Leu lie Leu Ser Thr Glu Gly Arg ser Arg Thr Ser Lys Ser Ser 
805 810 815 

Ala Thr Lys Lys Thr Asp Lys Asn Ser Leu Ser Lys Lys Lys Thr Asp 
820 825 830 

Lys Lys Ser Leu Ser lie Asp Asp Glu Glu ser Lys Pro Gly ser ser 
835 840 845 

ser ser Asn ser Leu Leu Tyr Ser ser Lys Asp lie Pro ser Gly Gly^ 
850 855 860 

lie lie Ala Leu Ala Asp Ala Asp val Pro Thr ser Gly Ser Lys Ser 
865 870 875 880 

Ala Ala Cys Gly Leu Leu Ala Ser Leu Ala Glu Ala Ser ser Lys Val 
885 890 895 

His Ser Glu His Gly val Pro Ala ser Phe Lys val pro Thr Gly val 
900 905 910 

Val lie Pro Phe Gly Ser Met Glu Leu Ala Leu Lys Gin Asn Asn Ser 
915 920 925 

Glu Glu Lys Phe Ala Ser Leu Leu Glu Lys Leu Glu Thr Ala Arg Pro 
930 935 940 

Glu Gly Gly Glu Leu Asp Asp lie Cys Asp Gin lie His Glu val Met 
945 950 955 960 

Lys Thr Leu Gin Val Pro Lys Glu Thr lie Asn Ser He Ser Lys Ala 
965 970 975 

Phe Leu Lys Asp Ala Arg Leu lie val Arg Ser Ser Ala Asn Val Glu 
980 985 990 

Asp Leu Ala Gly Met ser Ala Ala Gly Leu Tyr Glu ser He Pro Asn 
995 1000 1005 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & RL.SEQUENZPROTOKOLL . 
val ser^ Pro ser Asp Pro Leu^ val Phe Ser Asp ser^ val Cys Gin 

val Trp^ Ala ser Leu ryr Thr^ Arg Arg Ala val Leu^ ser Arg Arg 

"""■^ 1040 ^""^ ""^^ '^■'^ ser Met Ala Val Leu val 

1045 1050 

Gin Glu Met Leu ser Pro Asp Leu ser Phe Val Leu His Thr val 
A" J 3 1060 1065 

ser Pro^ Ala Asp Pro Asp ser^ Asn Leu val Glu Ala^ gIu He Ala 

pro Gl^^ Leu Gly Glu Thr Leu^ Ala ser Gly Thr Arg^ Gly Thr Pro 

Trp Arg^ Leu Ala ser Gly Lys Leu Asp Gly He val Gin Thr Leu 

xxu> 1110 

Ala Phe^ Ala Asn Phe ser Glu Glu Leu Leu Val Ser Gly Thr Gly 

xx^u 1125 

pro Ala^ ASP Gly Lys Tyr val Arg Leu Thr Val Asp Tyr ser Lys 

3 1140 

Lys Arg^ Leu Thr val Asp ser Val Phe Arg Gin Gin Leu Gly Gin 

xiDU 1155 

Arg Leu^ sly Ser val Gly Phe Phe Leu Glu Arg Asn Phe Gly cys 

XXOD 1170 

Ala Gin ASP val Glu Gly cys Leu Val Gly Glu Asp val Tyr He 

9}^.. ^^'^ Arg Pro Gin Pro Leu 
1190 1195 

<210> 3 

<211> 3644 

<212> DNA 

<213> oryza sativa 



<220> 

<221> CDS 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & ri_sequenzprotokoll.st25 
<222> C13)..C3633) 



<223> 



<400> 3 e- 
cqaggaggat ca atg acg teg ctg egg ccc etc gaa acc teg cte tec ata 51 

Met Thr ser Leu Arg Pro Leu Glu Thr ser Leu Ser He 

15 10 

99 



147 



195 



243 



291 



339 



387 



ggc gge agg ccg cge cgt ggt cte gtc etc ccg ccg ecc gga gtc ggt 
gTv gTv Arg Pro Arg Arg Gly Leu Val Leu pro pro Pro Gly val Gly 
15 20 25 

gcg ggt gtg ctg etc cgc egg gga gcg atg gcg etc cct ggg egg cge 
Ala Gly val Leu Leu Arg Arg Gly Ala Met Ala Leu Pro Gly Arg Arg 
30 35 40 45 

gge ttc gcg tgc cgc ggg aga tec gcg gcc teg gcg gca gag aga aca 
Gly Phe Ala cys Arg Gly Arg Ser Ala Ala ser Ala Ala Glu Arg Thr 
50 55 60 

aag gag aaa aag aga aga gat tct tea aag eag cca ttg gtg cat etc 
Lvs Glu Lys Lys Arg Arg Asp ser Ser Lys Gin Pro Leu val His Leu 
' 65 70 75 

eag gtt tgt eta gag cae cag gtt aag ttt ggt gag cat gta gge att 
Gin val cys Leu Glu His Gin val Lys Phe Gly Glu His val Gly He 
80 85 90 

ate ggt tee aca aag gag ctt ggt tea tgg gag gag cag gtt gaa ctg 
lie Gly ser Thr Lys Glu Leu Gly ser Trp Glu Glu Gin Val Glu Leu 
95 100 105 

gaa tgg act aca aat ggt tgg gtc tgc eag ctt aag etc cct gga gaa 
Glu Trp Thr Thr Asn Gly Trp Val Cys Gin Leu Lys Leu Pro Gly Glu 
110 115 120 125 

aca ctt gtg gag ttt aaa ttt gtt ata ttt ttg gtg gga gga aaa gat 435 
Thr Leu val Glu Phe Lys Phe Val lie Phe Leu Val Gly Gly Lys Asp 
130 135 140 

aaa ata tgg gaa gat ggt aat aac cgt gtt gtt gag ctg ccg aag gat 
LVS He Trp Glu Asp Gly Asn Asn Arg val val Glu Leu Pro Lys Asp 
145 150 155 

ggt aag ttt gat ata gta tgc cae tgg aat aga aca gaa gag cca tta 
Gly Lys Phe Asp lie val cys His Trp Asn Arg Thr Glu Glu Pro Leu 
160 165 170 

gaa ctt tta gga aca cca aag ttt gag ttg gtc gga gaa get gaa aag 
Glu Leu Leu Gly Thr Pro Lys Phe Glu Leu val Gly Glu Ala Glu Lys 
175 180 185 

aat act ggc gag gat get tea gca tct gta act ttt gca cct gaa aaa 
Asn Thr GTy Glu Asp Ala Ser Ala Ser val Thr Phe Ala Pro Glu Lys 
190 195 200 205 

gtt caa gat att tea gtt gtt gag aat ggt gat cca gca cca gag gee 
Val Gin ASP lie ser val val Glu Asn Gly Asp Pro Ala pro Glu Ala 
210 215 220 

gag tea age aaa ttt ggt ggg caa tgg caa gga agt aaa act gtt ttc 
Glu ser ser Lys Phe Gly Gly Gin Trp Gin Gly ser Lys Thr val Phe 
225 230 235 

atg aga tea aat gag cat ctg aat aag gag get gat agg atg tgg gat 771 
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531 
579 
627 
675 
723 



« * . - 04-5012_Erhohte Akt. OKI & R1_SEQUENZPROTOKOLL.ST25 

Met Arg Ser Asn Glu His Leu Asn Lys Glu Ala Asp Arg Met Trp Asp 
240 245 250 

25^ 5?9 ctt gat gga ata gca ctg aaa ctg gtg gag ggc gat aaa 819 
Thr Thr Gly Leu Asp GTy lie Ala Leu Lys Leu vaT Glu Gly Asp Lys 
255 260 265 

gca tec agg aac tgg tgg egg aag tta gag gtt gtt cgc ggg ata ttg 867 
Ala Ser Arg Asn Trp Trp Arg Lys Leu Glu val Val Arg Gly He Leu 
270 275 280 285 

tea gaa tct ttt gat gac cag agt cgt ctg ggg gee ett gta tac tea 915 
Ser Glu ser Phe Asp Asp Gin ser Arg Leu Gly Ala Leu val Tyr ser 
290 295 300 

get att tat ctg aag tgg att tat aca ggt cag ata teg tge ttt gaa 963 
Ala He Tyr Leu Lys Trp He Tyr Thr cTy Gin He Ser cys Phe Glu 
305 310 315 

gat gat ggc cac cat egg ect aac aaa cat get gag ata teg agg caa 1011 
Asp Gly Gly His His Arg Pro Asn Lys His Ala Glu He Ser Arg Gin 
320 325 330 

11^ 9aa atg atg tat tat ggg aaa ace aca tea gee 1059 

He Phe Arg Glu Leu Glu Met Met Tyr Tyr Gly Lys Thr Thr ser Ala 
335 340 345 

aag gat gtt etc gtg att cgc aaa att cat cec ttt tta cet tea ttt 1107 
Lys Asp val Leu Val He Arg Lys lie His Pro Phe Leu Pro Ser Phe 
350 355 360 365 

aag tea gag ttt aca gee tct gte ect eta aca cga att cgt gat att 1155 
Lys ser Glu Phe Thr Ala ser val Pro Leu Thr Arg He Arg Asp He 
370 375 380 

get cac egg aat gac ate cea cat gat etc aag caa gaa ate aag cat 1203 
Ala His Arg Asn Asp He Pro His Asp Leu Lys Gin Glu He Lys His 
385 390 395 

t}^ S?^ get gga ect gag gat ctt att 

Thr He Gin Asn Lys Leu His Arg Asn Ala Gly Pro Glu Asp Leu He 
400 405 410 

get aca gaa gtc atg ctt get agg att act aag ace ect gga gaa tac 1299 
Ala Thr Glu val Met Leu Ala Arg He Thr Lys Thr pro Gly Glu Tyr 
415 420 425 

agt gaa aca ttt gtt gaa caa tte aeg ata ttt tat age gaa eta aaa 1347 
ser Glu Thr Phe val Glu Gin Phe Thr He Phe Tyr ser Glu Leu Lys 
430 435 440 445 

^u*^ ^J*^ .^■'^ 9?^ 9?*= ^'^^ 9^9 caa ctg gag tec ate aag 1395 
Asp Phe Phe Asn Ala Gly ser Leu Phe Glu Gin Leu Glu ser He Lvs 
450 455 460 

2?* aac gag tea ggc tta gaa gtt etc tea tee ttt gtg gaa 1443 

Glu ser Leu Asn Glu Ser Gly Leu Glu val Leu Ser Ser Phe val Glu 
465 470 475 

ace aaa agg agt ttg gac caa gtg gat cat gca gaa gat ttg gat aaa 1491 
Thr Lys Arg ser Leu Asp Gin VaT Asp His Ala Glu Asp Leu Asp Lys 
480 485 490 

aat gat acc att caa att ttg atg act ace ttg caa tea tta tct tct 1539 
Asn Asp Thr He Gin He Leu Met Thr Thr Leu Gin ser Leu Ser ser 
495 500 505 

eta aga teg gtt eta atg aag ggc ett gaa agt ggc ctt aga aat gat 1587 
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1251 



750 



P**. caa aaa eta cct cac ctt tea cat ctt ggt gtt aga get 
?le LeS §ln i!S [eS Pro His Leu Ser His Leu G?y val Arg Ala 
770 775 'ou 

cgt caa gag aat gtt gta ttt gta act tgt gaa tat gat gac aca gtt 
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1635 

1683 

1731 

1779 

1827 

1875 



BCS 04-5012 Erhohte Akt. OKI & RLSEQUENZPROTOKOLL . ST25 
Leu Arg ser Val Leu Met lys Gly Leu Glu Ser Gly Leu Arg Asn Asp 
510 515 520 ocD 

r,r-n r-ni- nai" aat Qct ata aca atg cga caa aag tgg cgc ctt tgt gaa 
£ll aIS Ila \\l All Me? A?g Gin Lys Trp Arg Leu C^s Glu 

530 jjj 

att aat ctt gag gat tat tea ttt gtt ctg tta age aga ttc ate aat 
Se IS Su hi ASP Tyr Ser Phe V|1 Leu Leu ser Arg Ph| He Asn 

rtt aaa ace tta ggt gga tea get tea ctt gca aag gat gta get 
?hJ ilS Ala SS 1% 1% ser Xla ser Leu Ala Lys Asp Val Ala 
560 565 3'" 

ana aat act act eta tgg gat act act ctt gat gee ctt gtc att ggc 
A?g aS ?S [eS f?p Xsp Thr Thr Leu Asp Ala Leu val He Gty 
575 580 ->^-> 

raa att aac ttt tca ggt tgg aaa aca gat gaa tgt att gcc 
?le aS Gin §al li? ier 1% T?? Lys Thr Asp Glu cys He Al| 
590 595 

onn aat aaa att ctt tec tgg aag caa aaa ggt eta tct gaa agt 
l\% m aS ilS lie SS ser T% Lyl Gin Lys G?y Leu ser Glu ser 

naa not tat aaa aat ggg aaa tat att tgg tca eta aga ctt aaa get 1923 
il5 Wiv Ifs ilS ?S G?? Lys Tyr lie Trp Ser Leu Arg Leu Lys Ala 

525 630 

aca ctg gac aga gca egg aga tta acg gaa gag tac tct gaa gca ctt 1971 
Thr LeG ASP Arg Ala Arg Arg Leu Thr Glu Glu Tyr ser Glu Ala Leu 
640 645 o^u 

r-1-i- trt ata ttc cct qaa aaa gta atg gtt att ggg aaa gee ctt gga 2019 
[2 IS 111 Se Prl GlS Lys val Met val He fy Lys Ala Leu Gty 
655 660 665 

ata cea gat aac agt gtg aga act tac aca gag gca gaa att cgt get 2067 
He pro Asp Asn ser val Arg Thr Tyr Thr Glu Ala Glu lie Arg Aia 
670 675 680 ooa 

«r.^ ai-i- att ttt caa ata tct aaa eta tgc aca gta ctt cag aaa gca 2115 
1% hI Sal Jhe Gl3 ?al ser Lys Leu c|s Thr Val Leu Gin Lys Ala 
' 690 695 

ai-r caa aaa ata ctt gga tca act ggc tgg gat gtt ctt gtt cct gga 2163 
He A?g Sl5 ?al SS l^y Ser Thr gTv T?p Asp val Leu val Pro GTy 
705 710 '^^ 

ni-n nrr cat aaa act ctq atg egg gtg gaa aga att ctt cct gga tea 2211 
?H £la Sii 1% ?S 23 Si? A?| val glu Arg He Leu Pro G^y Ser 
720 725 

^--3 *ct ate aaa gaa cct gtg gtt eta att gta gat aag get 
So le? si §Sl lys Glu Pro VaT Val Leu He val Asp Lys Ala 
735 740 745 

aat aaa qat gaa gag gtc aaa get get ggg gat aat ata gtt ggt gtt 
gp 1% aIp GlS GlS val Lys Ala Ala GTy A|g Asn He val Gty y|l 



2259 
2307 
2355 
2403 



Arg Gin Glu Aln^VaVl^Vh'l'' v'll^nt''^-^ R1-SEQUENZPR0T0K0LL.ST25 
Arg Gin Glu Asn val Val Phe Val Thr Cys Glu Tyr Asp Asp Thr val 

/«:> 790 795 

xhr aI« S3? l^^ 9f9 9?^ ^at ate aga tta gaa gca tea 2451 

Thr Asp vaT Tyr Leu Leu Glu cTy Lys Tyr He Arg Leu Glu Alt le? 
ouu 805 810 

trr III ss ?s IS s II? i?i ?R IS as 



825 



gtc tct aca gaa cca aat agt aca qqq aat cca ttr raa #-an ■>•:.•-» 
val ser Thr Glu Pro Asn sir Thr i?? aS Pro Jhe §ln §lS ty^ 25 "47 

caa aat gaa ttc tct eta cca teg gat ate gag atq cca eta caa ai-o ^ijqc 
Gin Asn Glu Phe ser Leu Pro se? Xsp He Glu Set P?o LeS Gin Sit 

855 860 

IS Si 1?^ g| ii^ 5t IS g - |« ftt ^^c. «ct c« 3643 

i?2 s IS its ?s IS ?i? |?s IS IS i?5 ?s SI ii m t^t 

<><5" 885 890 

m III ?s fi: IS §s s: is is is ?s i?? li? 

0=^3 900 905 

II ?i? SI III SI i?a ?s Si IS i?j ?j? Ill 

S? iit if? IS §1 i?2 m 25 5i St li? i?? IS fig ifS 

935 940 

IS ?S 25 2S g?S Si III i?S fS ?f5 SI 115 

950 955 

i?j g?s |g SI5 lif 3g ??i s§ i?g as j?i SI i?i IS 5?i ^^^^ 

^'ou 965 970 

25 IS S§ gfg i?g ?S !?5 l?l S5 25 1| ??e^ SI 
||g 115 §5? 23 III ?5? IS liJ SI 115 ?l? g?g III 22 

1000 1005 

2fl i?J SI? IS |?l ?fl g?J 25 III IS ?fl ^fS III ?l? 

1010 1015 1020 

IS 25 SI? ?I5 SI m If5 ai g?? ?fl Sfi ?S g?? Si 

^ 1030 1035 

??i IS 21 i?i If! ??i 21 li? 5?i i?= ??i 

1045 1050 
get ggt gtt tat cag aga gac gcg aca atg get gtt ctt gtc caa 3207 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & R1_SEQUEN2PR0T0K0LL.ST25 
Ala Gly val Tyr Gin Arg Asp Ala Thr Met Ala Val Leu val Gin 
1055 1060 1065 

gaa ata ctg cag cca gat etc tec ttc gtq ctt cat act gtt tgc 3252 
Glu lie Leu Gin Pro Asp Leu Ser phe val Leu His Thr val cys 
1070 1075 1080 

ccc get gac cat gac ccc aag gtt gtc cag get gag gtc gcc ect 3297 
Pro Ala Asp His Asp Pro Lys val val Gin Ala Glu Val Ala Pro 
1085 1090 1095 



ggg ctg ggt gaa acg ctt get tea gga acc egt ggc ace ecg tgg 
Giy Leu Gly Glu Thr Leu Ala ser Gly Thr Arg Gly Thr Pro Trp 
1100 1105 1110 



cag gat gtg gaa ggt tgc ctg gtt ggg aaa gat att ttt ata gtq 
Gin Asp val Glu Gly cys Leu val Gly Lys Asp lie Phe lie val 
1190 1195 1200 



3342 



agg ctg tea tgt aae aaa ttc gat gga aaa gtt gee act ctt gee 3387 
Arg Leu Ser Cys Asn Lys Phe Asp Gly Lys val Ala Thr Leu Ala 
1115 1120 1125 

ttt tea aat ttc agt gag gag atg gtg gtg cae aae tct ggt cet 3432 
Phe ser Asn Phe ser Glu Glu Met val val His Asn ser Gly Pro 
1130 1135 1140 

gcc aat gga gaa gta att cgt ctt act gtt gat tac age aag aag 3477 
Ala Asn Gly Glu val lie Arg Leu Thr val Asp Tyr Ser Lys Lys 
1145 1150 1155 

cca ttg teg gtt gat aca ace ttt agg aag cag ttt ggt cag ega 3522 
Pro Leu Ser Val Asp Thr Thr Phe Arg Lys Gin Phe Gly Gin Arg 
1160 1165 1170 



ctg get geg att ggc cag tat ctg gag cag aag ttc ggg agt gea 3567 
Leu Ala Ala lie Gly Gin Tyr Leu Glu Gin Lys Phe Gly Ser Ala 
1175 1180 1185 



3612 



caa age agg cca cag cca tag aagcegaatt c 3644 
Gin ser Arg Pro Gin Pro 
1205 

<210> 4 

<211> 1206 

<212> PRT 

<213> Oryza sativa 



<400> 4 

Met Thr ser Leu Arg Pro Leu Glu Thr ser Leu ser ile Gly Gly Arg 
IS 10 15 

Pro Arg Arg Gly Leu Val Leu Pro Pro Pro Gly val Gly Ala Gly Val 
20 25 30 

Leu Leu Arg Arg Gly Ala Met Ala Leu Pro Gly Arg Arg Gly Phe Ala 
35 40 45 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & R1_SEQUENZPR0T0K0LL.ST25 
Cys Arg Gly Arg ser Ala Ala Ser Ala Ala Glu Arg Thr Lys Glu Lys 
50 55 60 

Lys Arg Arg Asp ser ser Lys Gin Pro Leu Val His Leu Gin val cys 
65 70 75 80 

Leu Glu His Gin val Lys Phe Gly Glu His val Gly lie lie Gly Ser 
85 90 95 

Thr Lys Glu Leu Gly ser Trp Glu Glu Gin val Glu Leu Glu Trp Thr 
100 105 110 

Thr Asn Gly Trp val cys Gin Leu Lys Leu Pro Gly Glu Thr Leu val 
115 120 125 

Glu Phe Lys Phe val lie Phe Leu val Gly Gly Lys Asp Lys lie Trp 
130 135 140 

Glu Asp Gly Asn Asn Arg Val val Glu Leu Pro Lys Asp Gly Lys Phe 
145 150 155 160 

Asp lie val Cys His Trp Asn Arg Thr Glu Glu Pro Leu Glu Leu Leu 
165 170 175 

Gly Thr pro Lys Phe Glu Leu Val Gly Glu Ala Glu Lys Asn Thr Gly 
180 185 190 

Glu Asp Ala Ser Ala ser Val Thr Phe Ala Pro Glu Lys val Gin Asp 
195 200 205 

lie ser val val Glu Asn Gly Asp Pro Ala Pro Glu Ala Glu Ser ser 
210 215 220 

Lys Phe Gly Gly Gin Trp Gin Gly ser Lys Thr val Phe Met Arg Ser 

225 230 235 240 

Asn Glu His Leu Asn Lys Glu Ala Asp Arg Met Trp Asp Thr Thr Gly 
245 250 255 

Leu Asp Gly lie Ala Leu Lys Leu Val Glu Gly Asp Lys Ala ser Arg 
260 265 270 

Asn Trp Trp Arg Lys Leu Glu val Val Arg Gly lie Leu ser Glu ser 

275 280 285 

Phe Asp Asp Gin ser Arg Leu Gly Ala Leu Val Tyr Ser Ala lie Tyr 
290 295 300 

Leu Lys Trp lie Tyr Thr Gly Gin lie ser cys Phe Glu Asp Gly Gly 
305 310 315 320 
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BCS 04^5012_Erh6hte Akt. OKI & R1_SEQUENZPR0T0K0LL.ST25 
His His Arg Pro Asn Lys His Ala Glu lie Ser Arg Gin lie Phe Arg 
325 330 335 

Glu Leu Glu Met Met Tyr Tyr Gly Lys Thr Thr ser Ala Lys Asp val 
340 345 350 

Leu Val lie Arg Lys lie His Pro Phe Leu Pro ser Phe Lys Ser Glu 
355 360 365 

Phe Thr Ala Ser val Pro Leu Thr Arg lie Arg Asp lie Ala His Arg 
370 375 380 

Asn Asp lie Pro His Asp Leu Lys Gin Glu He Lys His Thr lie Gin 
385 390 395 400 

Asn Lys Leu His Arg Asn Ala Gly pro Glu Asp Leu lie Ala Thr Glu 
405 410 415 

Val Met Leu Ala Arg lie Thr Lys Thr pro Gly Glu Tyr ser Glu Thr 
420 425 430 

Phe Val Glu Gin Phe Thr lie Phe Tyr Ser Glu Leu Lys Asp Phe Phe 
435 440 445 

Asn Ala Gly Ser Leu Phe Glu Gin Leu Glu Ser lie Lys Glu Ser Leu 
450 455 460 

Asn Glu ser Gly Leu Glu val Leu Ser ser Phe val Glu Thr Lys Arg 
465 470 475 480 

ser Leu Asp Gin val Asp His Ala Glu Asp Leu Asp Lys Asn Asp Thr 
485 490 495 

lie Gin lie Leu Met Thr Thr Leu Gin Ser Leu Ser Ser Leu Arg ser 
500 505 510 

val Leu Met Lys Gly Leu Glu Ser Gly Leu Arg Asn Asp Ala Pro Asp 
515 520 525 

Asn Ala lie Ala Met Arg Gin Lys Trp Arg Leu cys Glu lie Ser Leu 
530 535 540 

Glu Asp Tyr Ser Phe val Leu Leu Ser Arg Phe lie Asn Thr Leu Glu 
545 550 555 560 

Ala Leu Gly Gly ser Ala Ser Leu Ala Lys Asp val Ala Arg Asn Thr 
565 570 575 

Thr Leu Trp Asp Thr Thr Leu Asp Ala Leu Val lie Gly lie Asn Gin 
580 585 590 
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val sen Ph| sl^cry-^r^M^t^l^u^cy^xV/l^^^ 



605 



6lu lie Leu ser Trp Lys Gin Lys Gly Leu Ser Glu Sen Glu Gly Cys 

625 ''''' ^'^^ "-^^ ""^^ A'-g Leu Lys Ala Thr Leu Asp 

635 640 

Arg Ala Arg Arg Leu Thr Glu Glu Tyr ser Glu Ala Leu Leu Ser He 

650 655 

Phe pro Glu Lys Val Met val He Gly Lys Ala Leu Gly He Pro Asp 

665 57Q 

Asn ser val Arg Thr Tyr Thr Glu Ala Glu He Arg Ala Gly He Val 

Phe Gin val ser Lys Leu c^s Thr val Leu Gin Lys Ala He Arg Glu 

val Leu Gly ser Thr Gly Trp Asp val Leu val Pro Gly val Ala His 

■^^ 715 720 

Gly Thr Leu Met Arg val Glu Arg He Leu Pro Gly ser Leu Pro Ser 
'■^3 730 735 

ser val Lys Glu Pro Val val Leu He val Asp Lys Ala Asg Gly Asp 

Glu Glu val Lys Ala Ala Gly Asp Asn He val Gly val He Leu Leu 

760 765 

Gin Glu Leu Pro His Leu ser His Leu Gly val Arg Ala Arg Gin Glu 

A|n val val Phe Val Thr cys Glu Tyr Asp Asp Thr val Thr Asp Val 

795 800 

Tyr Leu Leu Glu Gly Lys Tyr He Arg Leu Glu Ala Ser Ser He Asn 

810 815 

val Asn Leu ser He Val ser Glu Lys Asn Asp Asn Ala val ser Thr 

o-^^ 825 830 

Glu Pro Asn ser Thr Gly Asn Pro Phe Gin Gin Lys Leu Gin Asn Glu 
Phe ser Leu Pro ser Asp He Glu Met Pro Leu Gin Met ser Lys Gin 

Seite 18 



BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & RLSEQUENZPROTOKOLL.ST25 
Lvs sen Lvs ser Gly Val Asn Gly ser Phe Ala Ala Leu Glu Leu ser 
865 870 875 880 

Glu Ala ser Val Glu ser Ala Gly Ala Lys Ala Ala Ala cys Arg Thr 
885 890 895 

Leu Ser val Leu Ala Ser Leu Ser Asn Lys Val Tyr Ser Asp Gin Gly 
900 905 910 

Val pro Ala Ala Phe Arg val Pro ser Gly Ala Val He Pro Phe Gly 
915 920 925 

Ser Met Glu Asp Ala Leu Lys Lys ser Gly ser Leu Glu ser Phe Thr 
930 935 940 

ser Leu Leu Glu Lys lie Glu Thr Ala Lys Val Glu Asn Gly Glu val 
945 950 955 960 

Asp ser Leu Ala Leu Glu Leu Gin Ala lie lie Ser His Leu Ser Pro 
965 970 975 

Pro Glu Glu Thr He lie Phe Leu Lys Arg He Phe Pro Gin Asp val 
980 985 990 

Arg Leu lie Val Arg Ser ser Ala Asn Val Glu Asp Leu Ala Gly Met 
995 1000 1005 

ser Ala Ala Gly Leu Tyr Asp ser He Pro Asn val ser Leu Met 
1010 1015 1020 

Asp Pro Cys Ala Phe Gly Ala Ala Val Gly Lys val Trp Ala Ser 
1025 1030 1035 

Leu Tyr Thr Arg Arg Ala He Leu ser Arg Arg Ala Ala Gly val 
1040 1045 1050 

Tyr Gin Arg Asp Ala Thr Met Ala Val Leu Val Gin Glu He Leu 
1055 1060 1065 

Gin Pro Asp Leu Ser Phe val Leu His Thr val Cys Pro Ala Asp 
1070 1075 1080 

His Asp Pro Lys val Val Gin Ala Glu val Ala Pro Gly Leu Gly 
1085 1090 1095 

Glu Thr Leu Ala Ser Gly Thr Arg Gly Thr Pro Trp Arg Leu Ser 
1100 1105 1110 

cys Asn Lys Phe Asp Gly Lys val Ala Thr Leu Ala Phe ser Asn 
1115 1120 1125 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & R1_SEQUEN2PR0T0K0LL.ST25 
Phe Ser Glu Glu Met val val His Asn Ser Gly Pro Ala Asn Gly 
1130 1135 1140 

Glu val lie Arg Leu Thr Val Asp Tyr ser Lys Lys Pro Leu ser 
1145 1150 1155 

val Asp Thr Thr Phe Arg Lys Gin Phe Gly Gin Arg Leu Ala Ala 
1160 1165 1170 

lie Gly Gin Tyr Leu Glu Gin Lys Phe Gly ser Ala Gin Asp val 
1175 1180 1185 

Glu Gly cys Leu val Gly Lys Asp He Phe lie val Gin ser Arg 
1190 1195 1200 

Pro Gin Pro 
1205 

<210> 5 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis thai 1 ana, oryza sativa 
<400> 5 

Leu pro His Leu ser His Leu Gly val Arg Ala Arg 
15 10 

<210> 6 

<211> 5124 

<212> DNA 

<213> Citrus reticulata 

<220> 
<221> CDS 

<222> (257) . . C4684) 
<223> 

<300> 

<308> EMBL / AY094062 
<309> 2003-05-03 
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BCS 04-5012_Erhohte Akt. OKI & rl_sequenzprotokoll.st25 
gS?Sagctc ttattacaag gtgccacgcg tcgtccgcga ctgagataaa tcgcaagtgt 60 
cgctccagat tttagtactt gtttcttacg gactccgtga aaaaaaccaa aatcaaataa 
tagcgaatag ccatagtcac attctcagct tcatcaatat ctctaccaag cagtatctct 
tcgtatattc accatccact tatcgtttca tgctccaatt actctgagct aagaagtgta 
cttattgtag aggaat atg age aat age ata g,e egt aat gta etc cae eag 

1 5 -""^ 

11? Teg as J?i ?s? ?s f i?g 11? |s sfs is 
IS i?5 i iS 3S ?fa f iS SI 115 

30 35 

?fl i?? m Ifa frS S Ifr SI 

g?? ?5? IS S3 ?fa 1?^ ^P?S SI? g?? p 5S 

SI ^pS ?S a§ ll - Ifa ?af IS |fp IS 

80 

IS ifs ai i?i i?? SI SI ifs §?? SI II i?s lis §!g 

Jfe §S H?J ?fa ?S i?? iS IS fh? ?l? SI SI 

110 

gfu SI II? ifn II? aS II? Teg SI SS S?l SI 

125 ^30 J-^^ 

SI SI SI Si i Si SI fri III l?S llo II if. 

?ii SI SI IIS Si SI SI IIS t?i ?s III III fa til SI 

160 165 -i-'^ 

III SI III III SI IIS ifg SI SI SI l| ?fa SI i^S 

]^75 180 "^"^ 

i?i §1! ifu III III SI III SI H!s i?i ifn SI SI ^?B SI SI 

190 195 

^r,/- aai- nni- nra aat ttt cat qtra aag tta cca tea gag agg agt ttg 
aIh JSS l^y All aS Sis Sal Lyl Leu Pro ser Glu Arg ser Leu 
205 210 ^-^^ 

SI SI ?S II? ?i? Ill gf S SI III ?l? I?g ?S Ifn III ??l 

225 i-jj 
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120 
180 
240 
292 

340 

388 

436 

484 

532 

580 

628 



820 
868 
916 
964 



360 



BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & Rl^SEQUENZPROTOKOLL.STZS 

i?i ^?? fg in Si tfy m ?fij i?s g^g 

245 250 

aag gag gag tat gaa gca get cgc act gag ctg ctg qaa aaa att atrt man 
Lys Glu Gju lyr 61 u Ala Ala Arg Thr Glu Leu Leu Glu GlS III wtl ° 

260 265 

%n g?3 |S m ?f J 2S ?S? 2- 

^75 280 

gat aga caa gaa att aag gaa tct tct tec cat aaa aca aaa ^ar nnn 11 1::^ 
Asg Arg Gin Glu He Lys Glu ser ser Sen His ify ?h? tyt Isn |li ""^'^ 

ata ccg gat gat ctt gtg caa ata caa tct tat ata caa taa aaa aaa tjha 
He Pro Asp Asp Leu vaT Gin He Gin ser Tyr ill Arg Trp |lg Ifg ^^^^ 

9ct ggg aag ccc aat tac tct gca gac caa caa ctt aaa aaa t-t-i- ion 
Ala GTy Lys Pro Asn Tyr Ser lla |sp Gin Gl§ S5 |?g i?2 gfg 
3^^" 325 330 

??.^ ??? S?^ *ct gaa eta gag aag ggt ate tct ctt i^nn 

Glu Ala Arg Lys Glu Leu Gin Ser Glu Leu GlS LyI cTy ile IS 2J ° 

340 345 

?5 ffS !?l f III ?S? - g?« gfg «c ca. act aag gjc X348 



Ig IS §?S fS 51 ?S 51 SI ?S its ??| If^ 

375 380 

??i 5i Sfg t?| IS SI? ?K S3 JS 5J 5?i ?f J its 

390 395 

?s ?fi? i?g Si ?s - ?H i?s m fsi S3 ?s? 

405 410 

§J? i?S S JS^ §?? I?| g?5 its JfS gfg g?J 9at tct att X540 

^■^^ 420 425 

s IS Si Si Si til ifj if5 Ss i?3 aj sg ?h s: 

435 440 

g| 5?s Si II Si ?Sf SI 5|f S3 IS ?fif IS 
3?3 i?g SS ||l SS 5?S I?| gg IS? Si ??i IS ||| 
Sg IS fS S3 liJ ?S S3 If3 i?J IS? ?S Sg Sg 

^«^u 485 490 

IS if? IS? ?s g?3 ?5? ?fi? as ?s? li? IS? s: i?g is ss 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & R1_SEQUEN2PR0T0K0LL.ST25 

cct tat cag gtc caa tea att gaa ata gag att gaa gaa gaa ggt tat 1828 

pro Tyr Gin val Gin Ser lie Glu lie Glu He gIu gIu Glu Gly Tyr 

510 515 520 

gtt gga atg cca tct gtc ctt cag tct gqc gga aac tgg ata aag aat 1876 
val Gly Met Pro Ser val Leu Gin ser Gly Gly Asn Trp lie Lys Asn 
525 530 535 540 

aag gqc tct gac ttc tat gtt gac ttt age tat gaa tct aag caa gtt 1924 

Lys Gly ser Asp Phe Tyr val Asp Phe ser Tyr Glu Ser Lys Gin Val 
545 550 555 

caa cag gat ttt gqc gat ggc aaa ggt acg gcc aag get ttg ttg gag 1972 
Gin Gin Asp Phe Gly Asp Giy Lys Gly Thr Ala Lys Ala Leu Leu Glu 
560 565 570 



aaa ata gca gga ttg gaa att gag gea cag aag tec ttt atg cac egg 
Lys lie Ala Gly Leu Glu lie Glu Ala Gin Lys Ser Phe Met His Arg 
575 580 585 

ttt aac att gca gca gac ttg ata caa gaa gcc aaa gag get ggt gaa 
Phe Asn lie Ala Ala Asp Leu lie Gin Glu Ala Lys Glu Ala Gly Glu 
590 595 600 



gtt ate cag aga aac aat aat tgc aag ggt gga atg atg gaa gaa tgg 
Val He Gin Arg Asn Asn Asn cys Lys Gly Gly Met Met Glu Glu Trp 
685 690 695 700 



2020 



2068 



ctg ggc ttt get ggg ate ttg gtg tgg atg agg ttt atg get aca agg 2116 
Leu Gly Phe Ala Gly lie Leu Vai Trp Met Arg Phe Met Ala Thr Arg 
605 610 615 620 

cag eta ata tgg aat aaa aac tac aat gtt aaa cca cgt gaa ate agt 2164 
Gin Leu lie Trp Asn Lys Asn Tyr Asn val Lys Pro Arg Glu lie Ser 

625 630 635 

aaa gee cag gat agg ctt aca gac ctg etc cag aat gtc tac att agt 2212 
Lys Ala Gin Asp Arg Leu Thr Asp Leu Leu Gin Asn val Tyr lie ser 
640 645 650 

aat cca gag tat agg gaa att gtg cgc atg att ttg tct act gtt ggc 2260 
Asn pro Glu Tyr Arg Glu lie Val Arg Met lie Leu Ser Thr Val Gly 
655 660 665 

cgt gga ggt gaa gga gat gtg gga cag cga att cgc gat gaa ate ctg 2308 
Arg Gly Gly Glu Gly Asp Val Gly Gin Arg lie Arg Asp Glu He Leu 
670 675 680 



2356 



cat cag aag ttg cat aat aac act agt cct gat gat gtt ata att tgt 2404 

His Gin Lys Leu His Asn Asn Thr Ser Pro Asp Asp Val lie lie Cys 

705 710 715 

cag gca ttg att gat tat att aaa agt gac ttc gac ate agt gcc tac 2452 

Gin Ala Leu He Asp Tyr lie Lys Ser Asp Phe Asp He ser Ala Tyr 

720 725 730 

tgg aag act ttg aat gac aat ggc att acg aaa gaa cgt ctt eta agt 2500 

Trp Lys Thr Leu Asn Asp Asn Gly lie Thr Lys Glu Arg Leu Leu Ser 
735 740 745 

tat gat cgt gcg ate cat tct gag cca aac ttc aga aga gat cag aag 2548 

Tyr Asp Arg Ala xle His ser Glu pro Asn Phe Arg Arg Asp Gin Lys 
750 755 760 

gat ggt ctg ctg cgt gac eta gga aac tac atg aga ace tta aag gcg 2596 

Asp Gly Leu Leu Arg Asp Leu Gly Asn Tyr Met Arg Thr Leu Lys Ala 

765 770 775 780 
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BCS 04-5012„Erh6hte Akt. OKI & RL.SEQUEN2PROTOKOLL.ST25 

gtt cat tea ggt gca gat ctt gag tct get ate acg aat tgc ttg gge 2644 
val His ser Giy Ala Asp Leu Glu ser Ala lie Thr Asn Cys Leu Gly 
785 790 795 

tac aga tet gag ggt caa ggg ttc atg gtc ggg gtg cag ata aat cct 2692 
Tyr Arg ser Glu Gly Gin Gly Phe Met val Gly val Gin lie Asn Pro 
800 805 810 

ata ceg aac ttg cca tct gga ttt eca gaa ttg ctt caa ttt gtc tct 2740 
lie Pro Asn Leu Pro ser Gly Phe Pro Glu Leu Leu Gin Phe val ser 
815 820 825 

gag eat gtt gaa gat aga aat gta gaa gca ttg ctt gag ggt ttg ctg 2788 
Glu His Val Glu Asp Arg Asn val Glu Ala Leu Leu Glu Gly Leu Leu 
830 835 840 

gag get egt caa gag att egg cca ttg ctg tgc aag cac aat gat cgt 2836 
Glu Ala Arg Gin Glu lie Arg Pro Leu Leu cys Lys His Asn Asp Arg 
845 850 855 860 

ctg aag gat eta tta ttt ttg gac ata gee ctt gag tct agt gtt agg 2884 
Leu Lys Asp Leu Leu Phe Leu Asp lie Ala Leu Glu ser Ser val Arg 
865 870 875 

aca get att gaa aaa gga tac gag gaa ttg aac gag get gga ceg gag 2932 
Thr Ala lie Glu Lys Gly Tyr Glu Glu Leu Asn Glu Ala Gly pro Glu 
880 885 890 

aaa ate atg tac ttt gtc tct ctg att ctt gaa aat etc gca ctt tea 2980 
Lys lie Met Tyr phe val ser Leu lie Leu Glu Asn Leu Ala Leu Ser 
895 900 905 

tta gat gac aat gag gat etc ate tac tgt tta aag ggt tgg agt aat 3028 
Leu Asp Asp Asn Glu Asp Leu lie Tyr Cys Leu Lys Gly Trp Ser Asn 
910 915 920 

get tta age atg tee aag agt aaa agt gat aac tgg gca tta ttt gca 3076 
Ala Leu ser Met Ser Lys ser Lys ser Asp Asn Trp Ala Leu Phe Ala 
925 930 935 940 

aaa tea gtt ctt gac aga act cgc ctt gca etc gee gge aag gca gac 3124 
Lys ser Val Leu Asp Arg Thr Arg Leu Ala Leu Ala Gly Lys Ala Asp 
945 950 955 

tgg tac cag aaa gtt ttg caa cct teg gca gag tat ctt gga acg ctg 3172 
Trp Tyr Gin Lys val Leu Gin Pro Ser Ala Glu Tyr Leu Giy Thr Leu 
960 965 970 

ttg agt gtt gat aag tgg get gtg gac ata ttt aca gaa gaa atg ate 3220 
Leu ser val Asp Lys Trp Ala vai Asp He Phe Thr Glu Glu Met He 
975 980 985 

egt get gga tea get gca get eta tec tta etc ctt aat cga ctt gat 3268 
Arg Ala Gly ser Ala Ala Ala Leu Ser Leu Leu Leu Asn Arg Leu Asp 
990 995 1000 

cca gtt ctt egg aag aca get agt ctg gga agt tgg cag gtt ate 3313 

Pro val Leu Arg Lys Thr Ala Ser Leu Gly ser Trp Gin Val lie 

1005 1010 1015 

age cct gtt gaa gtt ttt gga tat gtc gca gtt gtg gat gag tta 3358 

ser pro val Glu val Phe Gly Tyr val Ala Val val Asp Glu Leu 

1020 1025 1030 

eta get gtg cag gat aaa tct tat gat cag cct aca ata tta ctg 3403 

Leu Ala Val Gin Asp Lys Ser Tyr Asp Gin Pro Thr lie Leu Leu 

1035 1040 1045 
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BCS 04-5012_Erh5hte Akt. OKI & R1_SEQUENZPR0T0K0LL.ST25 

nra aaa cat ata aaa qqa gag gaa gaa att cca cat ggc aca gtt 
111 M-l A?g Sal tyl G% llS gIu Glu He Pro His cly Thr val 
1050 1055 J-Ww 

act qta ctg aca gcg gat atg cca gat gtc eta tea cat gtt tea 
Ala val LeD Thr Ala Asp Met Pro Asp Val Leu ser His val ser 
1065 1070 1075 

rna act aoa aat tqc aag gtt tgc ttc get aca tgc ttt gat 
?S A?g ?la A?g aS iTs LyI Sal c?s Phe Ala Thr Cys Phe Asp 
1080 1085 1090 

rrr Aat atc tta Qct qac eta caa tea aat gaa ggg aaa atg ctg 
pro aS lie Itv 111 Isp Leu Gin Ser Asn Glu G^y Lys Met Leu 
1095 1100 1105 

cae eta aaa cca aca tet get gat att gca tat agt gtg gtg gag 
His Leu Lys Pro Thr ser Ala Asp lie Ala TVr ser Val val Glu 
1110 1115 1120 

ggc agt gag eta caa gat tea agt tea get aae ttg aaa gaa gaa 
GTy ser Glu Leu Gin Asp ser ser ser Ala Asn Leu Lys Glu Glu 
^- 1130 ^^^^ 



1125 



aat aat cet tea tet tct gtt gca tta gtc aaa aag cag ttt get 
aS G% Prl sir ser Ser val Ala Leu Val Lys Lys Gin Phe Ala 
llHO 1145 1150 

nnr aaa tat act ata aca tct gat gag ttc act ggt gaa ctg gtg 
l^y 1% Tyr Ala 111 ?hr ser Asp Glu Phe Thr GTy Glu Leu va? 
11S5 1160 1165 

nnt act aaa tea cgt aat att gca tat ctg aaa gga aaa gta ceg 
Ala lyl llr A?i Asn He Ala Tyr Leu Lys GTy Lys val Pro 
1170 1175 lloU 

lfr_ i?? Ife S|„ ?S ISl gS^ i?? ?3 



1185 



1190 



■n-r oaa aaa att ctt tea gat gac ata aat cag gca gtg gca gag 
Ihl Glu tys §al III ser Asp Asp He Asn Gin Ala vaT Ala Glu 
1200 1205 1210 

aaa ttg caa att ttg aaa caa aag tta gga gag gaa gac cat agt 
5s CeS Gin He LeS Lys Gin Lys Leu Gly Glu Glu Asp His Ser 
l|l5 1220 1225 

nrr cTt aaa aaa att cqg gaa aca gtt tta cag atg aaa gca cca 
?la SS A?i ilS ?li A?g Hlu Thr Sal Leu Gin Met Lys Ala Pro 
1230 1235 1240 

aac caa tta ate caa gaa ctg aag aca gag atg aaa agt tct ggt 
aIS §ln llu Sal ain Glu LeS Lys Thr Glu Met Lys ser ser cTy 
1245 1250 1255 

ata cet taa cet qqt gat gaa ggt gag cag cgc tgg gag caa gca 
SS_ pro Trp pro cTy Asg^ Glu G% Glu Gin Ar^^ Trp Glu Gin Ala 



1260 



1265 



taa ata act atc aag aag gtc tgg get tea aaa tgg aat gag aga 
Trp Set All lie LyI Lys Sal Trp Ala ser Lys Trp Asn Glu Arg 
1275 1280 1285 

gca ttc ttc age aca agg aga gta aaa tta gat cat gaa tat etc 
Ala Phe Phe ser Thr Arg Arg val Lys Leu Asp His Glu Tyr Leu 
1290 1295 1300 
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3448 

3493 

3538 

3583 

3628 

3673 

3718 

3763 

3808 

3853 

3898 

3943 

3988 

4033 

4078 

4123 

4168 



BCS 04-5012^Erh6hte Akt. OKI & RL5EQUENZPR0T0K0LL. 



ST25 



tgc 
cys 
1305 

ttt 
Phe 
1320 

ata 
He 
1335 

get 
Ala 
1350 

ttg 
Leu 
1365 

ctt 
Leu 
1380 

gaa 
Glu 
1395 

cca 
Pro 
1410 

cat 
His 
1425 



atg get gtc ctg gtt 
Met Ala Val Leu val 
1310 

gtt ate cat aca act 
val lie His Thr Thr 
1325 

tat get gag gtg gtq 
Tyr Ala Glu val VaT 



cag gaa ata ate aat 
Gin Glu He He Asn 
1315 

aat cec tet tea gga 
Asn Pro ser Ser Gly 



1340 

tat eea gge cgt get 
Tyr Pro Gly Arg Ala 
1355 

aag tct cet egg gtt 
Lys Ser Pro Arg val 
1370 

ttt ata aga cga tea 
Phe He Arg Arg ser 
1385 

gat ctg gaa ggt tat 
Asp Leu Glu Gly Tyr 
1400 

atg gat gaa gee gag 
Met Asp Glu Ala Glu 
1415 

ctg ate act gac gga 
Leu He Thr Asp Gly 

1430 



1330 

aag gga ett gga gaa 
Lys Gly Leu Gly Glu 
1345 

ttg agt ttt gtc tgc 
Leu Ser Phe Val cys 
1360 

ttg ggt tat cca age 
Leu Gly Tyr Pro ser 
1375 



get gac tat gea 
Ala Asp Tyr Ala 

gat tea tea gaa 
Asp ser ser Glu 



act etc gtt gga 
Thr Leu val Gly 



aag aaa aat gat 
Lys Lys Asn Asp 



aag cec att ggg 
Lys Pro lie Gly 



aat ggt 

He He Phe Arg Ser Asp Ser Asn Gly 
1390 



Ala Gly 



a Gly Leu 
1405 



Qct ggt get gge ett 
ily Ala Gl 

^ ^zg ett gat 
Lys val val Leu Asp 
1420 



aaa gtt gtc 



att 
He 
1440 

caa 
Gin 
1455 

cag 
Gin 
1470 



get cgt gea gga tgt 
Ala Arg Ala Gly cys 
1445 

gac att gaa ggt gtg 
Asp He Glu Gly Val 
1460 

aca aga cec caa atg 
Thr Arg Pro Gin Met 
1475 



cae tte cag caa tea 
Hts Phe Gin Gin Ser 
1435 

gag att gag gag eta 
Glu He Glu Glu Leu 
1450 

gtt agg gat ggg aaa 
val Arg Asp Gly Lys 



tat gat agt gtg 
Tyr Asp Ser val 



tac tct tea gac 
Tyr ser ser Asp 



att etc tct tee 
lie Leu ser Ser 



ttt gga tet gea 
Phe Gly Ser Ala 



ata tat gtt gtc 
lie Tyr val val 



1465 

tga ggctgttett tttctttttt attttttect 



gattgggaag etattgataa aagcattata teaatgaaaa aaattaaaaa gaaattatag 
aggteaagee tagaaaggag gaaaggggag tgagtattta tttggaagca agtgaaataa 
aggtacaaaa ggagagagga ataaagttgc aatttcccag aaeatgtaaa ttcacttgga 
aattgtgtac tggatgettt gctctgtatg aagaetaccg ggtcgaaatg acaacatttt 
tgtccatagg eatgtaatgt tacatttgat tetgggtaat accatacget teattatagg 
ggateageag ataetatgtt gtagttgaaa tgtaatgtta taataaaatg ttaatacaaa 
tgttataaea tttgtattaa cctgtaacgt gaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 

<210> 7 
<211> 1475 



4213 

4258 

4303 

4348 

4393 

4438 

4483 

4528 

4573 

4618 

4663 

4714 

4774 
4834 
4894 
4954 
5014 
5074 
5124 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & R1_SEQUENZPR0T0K0LL.5T25 

<212> PRT 

<213> Citrus reticulata 
<400> 7 

Met Ser Asn Ser He Gly Arg Asn val Leu His Gin Ser Leu Leu cys 
1 5 lO J-a 

ser Thr val Phe Glu His Gin ser Asn Arg His ser Ser Gly He Pro 
20 25 3" 

Ala Asn ser Leu Phe Gin Ala Val Ser He Asn Gin Pro Ala Gly Ala 
35 40 4i 

ser Ala Ala Arg Lys ser Pro Leu ser Thr Lys Phe Tyr Gly Thr ser 
50 55 oO 

Leu Asn Ala Arg Pro Lys Met Ala Met Gly Arg His Arg Pro val Leu 
65 70 '5 

He Thr Pro Arg Ala val Leu Ala val Asp ser Ala Ser Glu Leu Ala 
85 90 

Gly Lys Phe Asn Leu Glu Gly Asn val Glu Leu Gin He Thr val Gly 
' 100 105 110 

Ala pro Thr Pro Gly ser Leu Thr Gin val Asn He Glu He Ser Tyr 
115 120 125 

ser ser Asn ser Leu Leu Leu His Trp Gly Ala lie Arg Asp Lys Lys 
130 135 140 

Glu Lys Trp val Leu Pro Ser Arg Pro Pro As^ Gly Thr Lys He Leu 

Lys Asn Arg Ala Leu Arg Thr Pro Phe val ser ser Gly ser Lys Ser 
' 165 170 1'5 

Leu val Lys Leu Glu He Asp Asp Pro Ala lie Glu Ala Val Glu Phe 
180 185 190 

Leu He Leu Asp Glu Ala Gin Asn Lys Trp Phe Lys Asn Asn Gly Ala 
195 200 205 

Asn Phe His val Lys Leu Pro Ser Glu Arg Ser Leu He Gin Asn val 
210 215 220 

ser val pro Glu Asp Leu val Gin Thr Gin Ala Tyr Leu Arg Trp Glu 
225 230 235 240 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & Rl_SEQUEN2PROTOKOLL ST25 
Arg Lys Gly Lys Gin He Tyr Thr Pro Glu Gin Gli!! lTs Gl u T^^^^ 
245 250 255 

Glu Ala Ala Arg Thr Glu Leu Leu Glu Glu He Val Arg Gly Thr ser 
260 265 270 

val Glu Asp Leu Arg Ala Lys Leu Thr Asn Lys Asn Asp Arg Gin Glu 
275 280 285 

He L^s Glu ser ser ser His Gly Thr Lys Asn Ala He Pro Asp Asp 

Leu val Gin He Gin ser Tyr He Arg Trp Glu Arg Ala Gly Lys Pro 

310 315 320 

Asn Tyr ser Ala Asp Gin Gin Leu Arg Glu Phe Glu Glu Ala Arq lvs 
325 330 335 

Glu Leu Gin ser Glu Leu Glu Lys Gly He Ser Leu Asp Glu He Trp 
340 345 35Q 

Lys Lys He Thr Lys Gly Glu He Gin Thr Lys Val Ser Asp Gin Leu 
355 360 365 

•-ys Thr Lys Lys Tyr Phe Arg Thr Glu Arg He Gin Arg Lys Gin Arg 
5'" 375 380 

Asp Phe Met Gin He Leu Asn Lys His Val Ala Glu pro Thr Glu Lys 
385 390 395 400 

Lys Asn He Ser Val Glu Pro Lys Ala Leu Thr Pro Val Glu Leu Phe 
405 410 415 

val Gly Ala Thr Glu Glu Gin Glu Gly Asp ser He Leu Asn Lys Lys 
420 425 430 

He Tyr Lys Leu Ala Gly Lys Glu Leu Leu val Leu val His Lys Pro 
435 440 445 

Gly Gly Lys Thr Lys He His Leu Ala Thr Asp Gly Lys Glu Pro Leu 
*->W 455 460 

He Leu His Trp Ala Leu ser Lys Lys Ala Gly Glu Trp Leu Ala Pro 

470 475 480 

Pro Pro ser Val Leu Pro Ala Gly Ser val Leu Leu ser Gly ser Val 
485 490 •'495 

Glu Thr Thr Phe Thr Thr Ser Ser Leu Ala Asp Leu Pro Tyr Gin val 
500 505 510 

seite 28 



Rcs 04-5012 Erhohte Akt. OKI & rlsequenzprotokoll.st25 
Gin ser He G^^iTe Glu lie Glu Glu Glu Gly Tyr val Gly Met Pro 
515 520 



ser val Leu Gin ser Gly Gly Asn Trp He Lys Asn Lys Gly Ser Asp 
530 535 ^"^^ 

Phe Tyr val Asp Phe ser Tyr Glu ser Lys Gin val Gin Gin Asp Phe 
545 550 

Gly ASP Gly Lys Gly Thr Ala Lys Ala Leu Leu Glu Lys He Ala Gly 

565 

Leu Glu He Glu Ala Gin Lys Ser Phe Met His Arg Phe A|n He Ala 
580 

Ala ASP Leu xle Gin Glu Ala Lys Glu Ala Gly Glu Leu Gly Phe Ala 

595 

Gly He Leu val Trp Met Arg Phe Met Ala Thr Arg Gin Leu He Trp 
610 615 o'^" 

Asn Lys Asn Tyr Asn val Lys Pro Arg Glu lie ser Lys Ala Gin Asg 

525 630 ^-'-^ 

Arg Leu Thr Asp Leu Leu Gin Asn Val Tyr He ser Asn Pro Glu Tyr 

Arg Glu He val Arg Met He Leu ser Thr val Gly Arg Gl^ Gly Glu 
660 "^-^ 

Gly ASP val Gly Gin Arg He Arg Asp Glu He Leu val He Gin Arg 

Asn Asn Asn cys Lys Gly Gly Met Met Glu Glu Trg His Gin Lys Leu 
690 695 

His Asn Asn Thr Ser Pro Asp Asp val He He cys Gin Ala Leu He 
705 710 

ASP Tyr He Lys Ser Asp Phe Asp He S|r Ala Tyr Trp Lys Thr Leu 

Asn ASP Asn Gly He Thr Lys Glu Arg Leu Leu ser Tyr A|g Arg Ala 
740 

He His ser Glu Pro Asn Phe Arg Arg Asp Gin Lys Asp Gly Leu Leu 
755 760 

Arg ASP Leu Gly Asn Tyr Met Arg Thr Leu Lys Ala val His Ser Gly 
770 ^75 
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Ala ASD Leu rl»^Qot"?iiS^''^°.t*^ 0^1 & R1_sequenzprotokoll. 

A^l Asp Leu Glu ser Ala He Thr Asn cys Leu Gly Tyr Arg Ser Glu 

795 800 

Gly Gin Gly Phe Met Val Gly val Gin lie Asn Pro He Pro Asn Leu 

810 815 

Pro ser Gly Phe Pro Glu Leu Leu Gin Phe val ser Glu His Val Glu 

825 830 

ASP Arg Asn val Glu Ala Leu Leu Glu Gly Leu Leu Glu Ala Arg Gin 

o40 845 

Glu lie Arg Pro Leu Leu cys Lys His Asn Asp Arg Leu Lys Asp Leu 

ODD 860 

L|u Phe Leu ASP He Ala Leu Glu Ser Ser val Arg Thr Ala He Glu 

875 880 

Lys Gly Tyr Glu Glu Leu Asn Glu Ala Gly Pro Glu Lys He M|t Tyr 
Phe val ser Leu He Leu Glu Asn Leu Ala Leu ser Leu Asg Asp Asn 

Glu Asp Leu He Tyr cys Leu Lys Gly Trp ser Asn Ala Leu ser Met 

yzO 925 

ser L^s ser Lys ser Asp Asn Trp Ala Leu Phe Ala Lys ser val Leu 



940 



ASP Arg Thr Arg Leu Ala Leu Ala Gly Lys Ala Asp Trp Tyr Gin Lys 

955 960 

val Leu Gin Pro Ser Ala Glu Tyr Leu Gly Thr Leu Leu ser val Asp 

^"■^ 970 975 

Lys Trp Ala val Asp He Phe Thr Glu Glu Met He Arg Ala Gly ser 

985 990 

Ala Ala Ala Leu ser Leu Leu Leu^ Asn Arg Leu Asp Pro^ val Leu Arg 

Lys Thr^ Ala ser Leu Gly ser^ Trp Gin val He ser^ Pro val Glu 

val Phe Gly Tyr val Ala Val Val Asp Glu Leu Leu Ala Val Gin 

1030 1035 

1^40 ''^P K45 '^■'^ JJlo ''''^ ""^^ 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & R]_SEQUENZPR0T0KOLL . 
Lys Gly Glu Glu Glu lie Pro His Gly Thr Val Ala Val Leu Thr 
^ 1055 1060 1065 

Ala ASP Met pro Asp val Leu ser His val Ser val Arg Ala Arg 
1070 1075 1080 

Asn cys Lys Val cys Phe Ala Thr cys Phe Asp pro Asn He Leu 
1085 1090 1095 

Ala Asp Leu Gin ser Asn Glu Gly Lys Met Leu His Leu Lys Pro 
1100 1105 1110 

Thr ser Ala Asp He Ala Tyr ser val val Glu Gly ser Glu Leu 
1115 1120 1125 

Gin ASP ser Ser Ser Ala Asn Leu Lys Glu Glu Asp Gly Pro Ser 
1130 1135 1140 

ser ser val Ala Leu val Lys Lys Gin Phe Ala Gly Arg Tyr Ala 
1145 1150 1155 

lie Thr ser Asp Glu Phe Thr Gly Glu Leu val Gly Ala Lys ser 
1160 1165 1170 

Arg Asn He Ala Tyr Leu Lys Gly Lys val Pro ser Trp He Gly 
^ 1175 1180 1185 

lie pro Thr ser val Ala Leu Pro Phe Gly val Phe Glu Lys Val 
1190 1195 1200 

Leu ser Asp Asp lie Asn Gin Ala Val Ala Glu Lys Leu Gin He 
1205 1210 1215 

Leu Lys Gin Lys Leu Gly Glu Glu Asp His Ser Ala Leu Arg Glu 
1220 1225 1230 

lie Arg Glu Thr Val Leu Gin Met Lys Ala Pro Asn Gin Leu val 
1235 1240 1245 

Gin Glu Leu Lys Thr Glu Met Lys ser Ser Gly Met Pro Trp Pro 
1250 1255 1260 

Gly Asp Glu Gly Glu Gin Arg Trp Glu Gin Ala Trp Met Ala He 
^ 1265 1270 1275 

Lvs Lys val Trp Ala Ser Lys Trp Asn Glu Arg Ala Phe Phe ser 
liso 1285 1290 

Thr Arg Arg val Lys Leu Asp His Glu Tyr Leu cys Met Ala Val 
1295 1300 1305 
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T . BCS 04-5012_Erhohte Akt. OKI & RLSEQUENZPROTOKOLL-ST25 

Leu val Gin Glu lie He Asn Ala Asp xyr Ala Phe val He His 
1310 1315 1320 

Thr Thr Asn Pro ser Ser Gly Asp Ser ser Glu lie Tyr Ala Glu 
1325 1330 1335 

val val Lys Gly Leu Gly Glu Thr Leu Val Gly Ala Tyr Pro Gly 
1340 1345 1350 

Arg Ala Leu ser Phe val Cys Lys Lys Asn Asp Leu Lys ser Pro 
1355 1360 1365 

y^L '^y^ "-ys pro He Gly Leu Phe He Arg 

1370 1375 1380 

Arg ser lie He Phe Arg ser Asp Ser Asn Gly Glu Asp Leu Glu 
1385 1390 1395 

^^y TYI^^ ^^y ^sp ser val Pro Met Asp Glu 

1400 1405 1410 

5]"^ ^y^ Asp Tyr Ser ser Asp His Leu He Thr 

1415 1420 1425 

Asp Gly His Phe Gin Gin ser He Leu Ser ser He Ala Arg Ala 
1430 1435 1440 

^^y fy?^ ^""^ Leu Phe Gly ser Ala Gin Asp He Glu 

1445 1450 1455 

^^y Y?L ^^y Lys He Tyr val val Gin Thr Arg Pro 

1460 1465 1470 

Gin Met 
1475 

<210> 8 

<211> 4200 

<212> DNA 

<213> Arabidopsis thai i ana 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1). .C4200) 

<223> 
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BCS 04-5012„Erh6hte Akt. OKI & RLSEQUENZPROTOKOLL.ST25 

<300> 

<308> EMBL / AF312027 
<309> 2001-01-08 



<400> 8 

atg agt aac tct gta gtg cat aac tta ctt aac egg ggt ttg att cgt 48 

Met ser Asn Ser Val vai His Asn Leu Leu Asn Arg Gly Leu lie Arg 
15 10 15 

cct ctt aac ttt gaa cat caa aac aag etc aac tec tct gtg tac caa 96 
Pro Leu Asn Phe Glu His Gin Asn Lys Leu Asn ser Ser val Tyr Gin 
20 25 30 

act tea aca gca aat ccg get ctt gqc aag att ggc aga tea aaa ctt 144 
Thr ser Thr Ala Asn Pro Ala Leu Gly Lys lie Gly Arg Ser Lys Leu 
35 40 45 

tac gqg aaa ggt ctt aag cag gca gga cgc agt ctg gtc act gaa aca 192 
Tyr Gly Lys Gly Leu Lys Gin Ala Gly Arg ser Leu val Thr Glu Thr 
50 55 60 

gga gga aga cct etc tea ttt gtt cea cga get gtc ctt gee atg gat 240 
Gly Gly Arg Pro Leu ser Phe val Pro Arg Ala Val Leu Ala Met Asp 
65 70 75 80 

cct cag gca gee gag aaa ttt agt ctt gae gga aat ate gat tta ctg 288 
pro Gin Ala Ala Glu Lys Phe ser Leu Asp Gly Asn lie Asp Leu Leu 
85 90 95 

gtt gaa gtc act tct aca act gta aga gaa gta aat ate cag ata get 336 
val Glu val Thr ser Thr Thr val Arg Glu val Asn lie Gin lie Ala 
100 105 110 

tat aca agt gae aca ttg tte eta cae tgg ggt gca att ctt gae aac 384 
Tyr Thr Ser Asp Thr Leu Phe Leu His Trp Gly Ala lie Leu Asp Asn 
115 120 125 

aaa gaa aat tgg gtt eta cct tct cgc tct ccg gat aga act caa aac 432 
Lys Glu Asn Trp Val Leu Pro ser Arg Ser Pro Asp Arg Thr Gin Asn 
130 135 140 

ttc aag aac agt gcg ctt aga act cea ttt gtg aaa tee ggt ggc aat 480 
Phe Lys Asn Ser Ala Leu Arg Thr Pro Phe Val Lys ser Giy Gly Asn 
145 150 155 160 

tct cae ctt aaa eta gag ata gat gat cct gee ata cae get att gag 528 
ser His Leu Lys Leu Glu lie Asp Asp Pro Ala lie His Ala lie Glu 
165 170 175 

tte ctt ata ttt gae gaa agt egg aac aaa tgg tat aaa aat aat ggt 576 
Phe Leu lie Phe Asp Glu ser Arg Asn Lys Trp Tyr Lys Asn Asn Gly 
180 185 190 



cag aat ttt eat ata aac tta cea acg gaa agg aat gtg aaa caa aat 
Gin Asn Phe His lie Asn Leu Pro Thr Glu Arg Asn val Lys Gin Asn 
195 200 205 



624 



gtt tct gtt cct gaa gat ctt gta cag ate caa gca tat ctt aga tgg 672 
Val Ser val Pro Glu Asp Leu val Gin He Gin Ala Tyr Leu Arg Trp 
210 215 220 

gaa cgt aag ggt aaa caa atg tac aac cct gag aaa gag aag gag gag 720 
Glu Arg Lys Gly Lys Gin Met Tyr Asn Pro Glu Lys Glu Lys Glu Glu 
225 230 235 240 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & Rl_SEQUENZPROTOKOLL.ST25 

l?f i^i III i?g S3 i?3 i?S S3 S3 m Ifa^ 

250 255 

IS ?if II ss ifi ?f J ?ji sf m SI ?s li? s 

265 270 

§f3 IS It: g?? IS IS li? a?? j?i i?g ifs 

280 285 

51 ?i? IS f?f S| ifg - - II tat aac ac. «ac 

S?^ Si |g I- «g aa. c« a« aa. cat .eo 

" 315 320 

IS II? i?2 S2 gfS IS irs IS IS IS g?S SS 

330 335 ^ 

IS fS ?S Iff Sg g?g III ?a ||a caa gaa 10S6 

?hS ?sj s? ?jf Iff Si St ?£? Si ifs Ji" iij sfi 

DoU 365 

sg ?s ?i? ?s? s: IS gf? Si Si m §a 

^ 380 

III ifi? IS S5 f |g s§ ^?g ifj sg is §?s -~ 

395 400 

Si m i?S g| J2 IS- S? Si IS IS S2 Sg ^f? ?S 

410 425 

IS E3 S§ as J?J gfj IfJ §S |« ?S J- «g acc ate act tea 

430 

?£? IS 2: SI ii? Sg ?i? |?„= JiSi g?g Sg l?S ??2 i?S i?J 

440 445 

I.S II? Si i?5 ss s| SI ?i? ss ?s IS i?j g?s i?g ^?g 

460 

i Ss IS IS IS IP? IS ?K ?i? is si ifi si its ifs 

" 475 480 

SI 5S §s s?g Si IS ^?^ g?? is a?? si i?j i?^ si s?i 

^^•^ 490 495 

tit Sg IS u|| ??l l?| IS 2g |?g m i?g Ifa' IS g| "3S 

Seite 34 



BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & Rl_5EQUENZPROTOKOLL.ST25 

atg cat cga ttc aac att gca gca gat ctt gtg gac gag gca aaa agt 1584 
Met His Arg Phe Asn lie Ala Ala Asp Leu Vat Asp Glu Ala Lys Sen 

515 520 525 

act qqt caa ctg ggc ttt gca ggg ate eta gtc tgg atg agg ttt atg 
Ala Gly Gin Leu cTy Phe Ala cTy He Leu Val Trp Met Arg Phe Met 
530 535 540 

act aca aga cag ctt gtg tgg aac aaa aac tat aat gtt aag cca agg 
Sl5 rhr Irg Gin Leu vaT Trp Asn Lys Asn Tyr Asn val Lys Pro Arg 
545 550 555 3ou 

gag ata age aaa gcg cag gat aga ctg act gac ctt etc cag gac gtt 1728 
GlG He sir Lys Ala Gin Asp Arg Leu Thr Asp Leu Leu Gin Asp Val 

ijfii; 570 



tat qca agt tat cca gag tac aga gaa ctt ttg egg atg ata atg tct 1776 
T?r All ser Tyr Pro Glu Tyr Arg Glu Leu Leu Arg Met lie Met ser 

c:an 585 590 



565 570 

cca gag tac aga gaa 
pro Glu Tyr Arg Glu 
580 585 

act ata ggt cga gga ggt gaa gga gat gtc ggg caa cga ate cgt gac 
Thr val Gly Arg Gly Gly Glu cTy Asp val GTy Gin Arg He Arg Asp 
595 600 605 

aaa att eta gtc ate cag egg aaa aat gac tgc aag ggt gga att atg 
Glu lie Leu val He Gin Arg Lys Asn Asp cys Lys Gly Gly He Met 
610 615 620 

aaa qaa tgg cat cag aag ttg cat aac aac act agt cca gat gat gtt 
Glu Glu T?p His Gin Lyi LeG His Asn Asn Thr ser Pro Asp Asp val 
625 630 635 

ate ate tat caq gca ttg atg gat tat ate aaa agt gac ttt gac tta 
vSl He cys Gin Ala Leu Met Asp Tyr He Lys ser Asp Phe Asp Leu 

645 650 oj-> 

aat att tac tqq aag ace ttg aac gat aat ggc ata ace aaa gag cga 
llr val Tyr Trp Lys Thr Leu Asn Asp Asn Gly He Thr Lys Glu Arg 
660 665 670 

etc tta agt tat gat cgt get ata cat tct gaa cca aat ttt aga gga 
Leu Leu sir Tyr Asp Arg Ala He His ser Glu Pro Asn Phe Arg Gly 

675 680 685 

aaa caa aaa gac ggt ctt ttg cgt gat ctt gga cac tac atg agg act 
Glu Gin Lys ASP Gly Leu Leu Arg Asp Leu Gly ms Tyr Met Arg Thr 
690 695 700 

tta aag get gtt eat tea ggg gca gac ctt gag teg get ata caa aat 
Leu Lys Ala val His ser Gly Ala Asp Leu Glu ser Ala He Gin Asn 
705 710 715 /-iU 

tac atq aqe tac caa gat gac ggt gaa ggt ttc atg gtt ggg gtg cag 
cys Met GTy Tyr Gin Asp Asp cTy Glu gJv Phe Met Val cTy vaj Gin 
' 725 730 735 

ata aat ect gta tea gga ttg ect tct gga tat cca gac ttg ctt cgt 
He Asn pro val ser Gly Leu Pro ser GTy Tyr pro Asp Leu Leu Arg 
TAn 745 750 



1632 
1680 



1824 
1872 
1920 
1968 
2016 
2064 

act 2112 
2160 
2208 
2256 



725 730 

tea gga ttg ect tct 

ser Gly Leu Pro ser 

740 745 

ttc gtc eta gaa cat gtt gaa gaa aag aat gta gag cca ctt ctt gag 2304 
Phe val Leu Glu His val Glu Glu Lys Asn val Glu Pro Leu Leu Glu 
755 760 765 

ggt ttg ctt gaa get cgt caa gag eta agg cca ctt ctg ctg aag tec 2352 
Gly Leu Leu Glu Ala Arg Gin Glu Leu Arg Pro Leu Leu Leu Lys Ser 
770 775 780 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & Rl_SEQUENZPROTOKOLL.ST25 

5?^ f^*^ 'r^^ 9at ctg tta ttc ttg gac etc get ctt gat tct 2400 

ms ASP Arg Leu Lys Asp Leu Leu Phe Leu Asp Leu Ala Leu Asp Ser 
'85 790 795 800 

Th^ S^i !2« ?r 9?9 ^^9 aat gat get 2448 

Thr val Arg Thr Ala He Glu Arg Gly Tyr Glu Gin Leu Asn Asp Ala 
805 810 815 

2?9 age eta gtt ctt gaa aat ctt 2496 

GTy Pro Glu Lys He Met Tyr Phe He Ser Leu Val Leu Glu Asn Leu 
820 825 830 

gcc etc tct tea gat gac aat gaa gac ctt at a tac tgc ttg aaq aqa 2544 
Ala Leu ser ser Asp Asp Asn Glu Asp Leu He Tyr cys Leu Lys gTv 
835 840 845 

11^ ^^9 tgc aag age aaa aaa gat cac tgg get 2592 

Trp Gin Phe Ala Leu Asp Met Cys Lys Ser Lys Lys Asp His Trp Ala 
850 855 860 

ctg tat gca aaa tct gtt ctt gac aga age ega eta gea ctg qca aac 2640 
Leu Tyr Ala Lys ser val Leu Asp Arg sir Arg Leu Ala Leu Ala Ur ° 
865 870 875 880 

aaa get gag agg tac ctt gaa att ctg caa cca teg get aaa tat ctt 
Lys Ala Glu Arg Tyr Leu Glu He Leu Gin Pro Ser Ala Glu T?r Leu 
885 890 895 

gga tct tgt ctt gga gtc gat cag teg get gtt agt ata ttt act aaa 27^6 
GTy ser Cys Leu GTy Val Asp Gin Ser Ala val ser He Phe Thr GlS 
900 905 910 

gag ate att ega get gga tct gca gca gca ttg teg tea ctt gtt aac 2784 
Glu He lie Arg Ala GTy ser Ala Ala Ala Leu ser ser Leu val Asn 

yij 920 925 

aS« ^^'^^ 9tt ctt agg aag act get aac ttg gga agt tag caa 2832 

Arg Leu Asp pro val Leu Arg Lys Thr Ala Asn Leu GTy sir Trp Gin 
y^u 935 940 

gtt att agt cct gta gag gtc gtc gga tat gtc att att ata aac aaa 5««n 
val He ser Pro val Glu val ^al gTy Tyr val He ?5l ?a? lip llu 

950 955 ^ 950 

ttg etc act gta cag aat aaa acc tac gat aga cct aca att ata att ?<i?s 
Leu Leu Thr Val Gin Asn Lys Thr Tyr Asp Arg Pro fhr lie ill vJl 
965 970 975 

9it A^*^ ^9a gga gag gag gaa ate cct gat ggt gca gtt gca 2976 

Ala Asn Arg vaT Arg GTy Glu Glu Glu He Pro Asp cTy Ala val All 
980 985 990 

gta ctg aca cct gac atg ccg gat gta eta tct cat gtt tct gtt ega 3024 
val Leu Thr Pro Asp Met Pro Asp val Leu Ser His Val ser val Arq 
995 1000 1005 

All a^H 9fc aca tgt ttt gat tct ggt 3069 

nn?n '-y^ P^e Ala Thr cys Phe Asp ser gTv 

•••010 1015 1020 

?iH J" 9ac etc caa gga aaa gat gga aaa ctg ttg age eta 3114 

® knyK VrXr. Lys Asp GTy Lys Leu LeG sir EeS 

1025 1030 1035 

rin Dr« ThS 9tc tat aaa gag gta aac gat agt 3159 

inSn ^^'^ Y^]. Tyr Lys Glu Val Asn Asp ser 

1U40 1045 1050 
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g!3 25 IS IS i% IS iS lip aS i?S S5 

1055 1060 ■Lv>o:> 

IS IS Teg ?S SI 3^ S^e Ifa 

1070 1075 ^^^^ 

IS IS i!8 g?S IS^ ?S IS 11^ SS fa? i?5 Ifa l?l le? 1% 



1085 



1090 



?s ir. si fi si §s is ?s i?5 in 

1100 1105 

cca act tea gtt gcg ttg cca ttt ggt gtt ttt gag aag gtt ate 
Pro Thr ser val Ala Leu Pro Phe Gly vai pne ^lu L.y:> vcii 
1115 1120 xx^D 

i!S Si ?Sl ?IS §?8 Ifa JIS ^"p SI §2^ SI Kg 

1130 1135 ■LJ-'*^^ 

aag aaa act ctt gat gag gaa gac caa ggt get ctg aag gaa ate 
Lys Lys_ Thr Leu Asp Glu gT^^ Asp Gin Gly Ala Leu^ uys &iu ±ie 



1145 



r-nn r-an aca ctQ tto qqQ cta gtt gca ccc cca gaa ctg gtt gaa 
S?i G]?_ Thr SS IS Leu^ 3al Xla Pro Pro Glu^ Leu val Glu 



1160 



naa r+o aaa aat act atg aaa agt tct gac atg cca tgg ccg ggt 
i!S Leg tyi IS Thr SI? Lys^ sir ser Xsp Met Pro Trp Pro cTy 
1175 1180 x-LoD 

?fp g!s its tfp IS ^?? i?i Si SI 

1190 1195 J^-^"" 

aaa ate tqq get teg aaa tgg aac gag aga gca tac ttc age acg 
Si val T?p Ala ser Lys T?p Asn Glu Arg Ala Tyr Phe ser Thr 
1205 1210 x^xD 

Si SI fa! SI til Sfl lip SS IS ?S 52 

1220 1225 x^3u 

gtc caa gaa gtc ate aat gcg gat tac gca ttc gtc att cac aca 
val Gin Glu val He Asn Ala Asp Tyr Ala Phe Val lie ms Tnr 
1235 1240 i^^3 

aai- cca tct tct qqa gat tea tea gag att tat gcc gag gtg 
?h^ aS So is ser 1% Xsp ser Ser Glu He Tyr Ala Glu vaT 
1250 1255 12O0 

ntr aaa aac ctt qgg gaa act ctt gta gga gca tat ccc ggt egg 
val Ly|_ l^y Gty Glu Thr^ Leu val G^y Ala Tyr^ Pro Gty Arg 



1265 



**-c ate tqc aag aaa aac aac ctt gat teg cct ctg 

lir IS Se !le lys Lyl Lys Asn Asn Leu Asp ser Pro Leu 
1280 1285 1^=»U 

atq ttq ggc tac cca age aaa ccg att ggg ctg ttc at a aga cgt 

va? Leg GTy "^r Pro ser Lys Pro He cly Leu Phe He Arg Arg 
1295 1300 
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3204 

3249 

3294 

3339 

3384 

3429 

3474 

3519 

3564 

3609 

3654 

3699 

3744 

3789 

3834 

3879 

3924 



tea ate ate ttc aga tct 
Ser He He Phe Arg Ser 
1310 

tat gca ggt gca ggc etc 
Tyr Ala^ Gly Ala Gly Leu 

gac eaa gtc gtg etc gat 
Asp Gin val VaT Leu Asp 
1340 

ttg age ttc cag aaa aag 
Leu ser Phe Gin Lys Lys 
1355 ^ 

gat gee att gag aaa etc 
Asp Ala lie Glu Lys Leu 
1370 

gtg ate aga gae gqg aag 
Val He Arg Asp Gly Lys 
1385 » J' 

gtg tga 
val 



BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & R1_SEQUEN2PR0T0K0LL.ST25 



gat tec aat 
Asp Ser Asn 
1315 

tac gac agt 
Tyr Asp ser 
1330 

tac aca aca 
Tyr Thr Thr 
1345 

gtt etc tea 
Val Leu ser 
1360 



gga gaa gat ctt gaa ggt 
Gly Glu Asp Leu Glu Gly 
1320 



tat ^ 

Tyr Gly Thr 
1375 



gga act 



etc tat gtc 
Leu Tyr val 
1390 



gta eca atg gae gag gaa 
Val Pro Met Asp Glu Glu 
1335 

gat cct ctg ate act gac 
Asp Pro Leu He Thr Asp 
1350 

gac att gca cge get gga 
Asp He Ala Arg Ala Gly 
1365 ' 

gca cag gac att gaa ggt 
Ala Gin Asp lie Glu Gly 
1380 

gtc cag aca ega cea eaa 
val Gin Thr Arg pro Gin 
1395 



3969 



4014 



4059 



4104 



4149 



4194 



4200 



<210> 9 

<211> 1399 

<212> PRT 

<213> Arabidopsis thai i ana 



<400> 9 

Met ser Asn Ser val val His Asn Leu Leu Asn Arg Gly Leu lie Arg 
Pro Leu Asn Phe Glu His Gin Asn Lys Leu Asn ser Ser yal Tyr Gin 



30 



Leu 



Thr ser Thr Ala Asn Pro Ala Leu Gly Lys He Gly Arg ser Lys 

^•^ 40 45 ^ 

Tyr Gly Lys Gly Leu Lys Gin Ala Gly Arg ser Leu val Thr Glu Thr 

60 

Gly Gly Arg Pro Leu ser Phe Val Pro Arg Ala val Leu Ala Met Asp 

75 80 

Pro Gin Ala Ala Glu Lys Phe Ser Leu Asp Gly Asn He Asp Leu Leu 



90 



95 



val Glu val Thr ser Thr Thr val Arg Glu Val Asn He Gin He Ala 



105 
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Tvr Thr ser Asp Thr Leu Phe Leu His Trp Gly Ala lie Leu Asp Asn 
115 120 125 

Lys Glu Asn Trp Val Leu Pro ser Arg ser Pro Asp Arg Thr Gin Asn 
130 135 140 

Phe Lys Asn ser Ala Leu Arg Thr Pro Phe val Lys Ser Gly Gly Asn 
145 150 155 

ser His Leu Lys L|u Glu He Asp Asp Pro Ala He His Ala lie Glu 

Phe Leu He Phe Asp Glu ser Arg Asn Lys Trp Tyr Lys Asn Asn Gly 
180 185 1^" 

Gin Asn Phe His lie Asn Leu Pro Thr Glu Arg Asn Val Lys Gin Asn 
195 200 205 

val ser val Pro Glu Asp Leu val Gin He Gin Ala Tyr Leu Arg Trp 
210 215 220 

Glu Arg Lys Gly Lys Gin Met Tyr Asn Pro Glu Lys Glu Lys Glu Glu 
225 230 235 ^'*^ 

Tyr Glu Ala Ala Arg Thr Glu Leu Arg Glu Glu Met Met Arg Gly Ala 
' 245 250 -^55 

ser val Glu Asp Leu Arg Ala Lys Leu Leu Lys Lys Asp Asn ser Asn 
260 265 -^'O 

Glu ser pro Lys ser Asn Gly Thr Ser Ser Ser Gly Arg Glu Glu Lys 
275 280 

Lvs Lys val ser Lys Gin Pro Glu Arg Lys Lys Asn Tyr Asn Thr Asp 
290 295 300 

Lys He Gin Arg Lys Gly Arg Asp Leu Thr Lys Leu He Tyr Lys His 
305 310 315 

val Ala Asp Phe val Glu Pro Glu Ser Lys ser ser Ser Glu Pro Arg 
325 330 33b 

ser Leu Thr Thr Leu Glu He Tyr Ala Lys Ala Lys Glu Glu Gin Glu 
340 345 350 

Thr Thr Pro val Phe Ser Lys Lys Thr Phe Lys Leu Glu Gly Ser Ala 
355 360 365 

He Leu val Phe val Thr Lys Leu Ser Gly Lys Thr Lys He His val 
370 375 380 
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Ala Thr Asp Phe Lys Glu Pro Val Thr Leu His Trp Ala Leu ser Gin 

390 395 4QQ 

Lys Gly Gly Glu Trp Leu Asp Pro Pro ser Asp He Leu Pro Pro Asn 
405 410 425 

ser Leu Pro val Arg Gly Ala Val Asp Thr Lys Leu Thr He Thr Ser 

425 430 

Thr Asp Leu Pro ser Pro val Gin Thr Phe Glu Leu Glu He Glu Gly 

440 445 ' 

Asp ser Tyr Lys Gly Met Pro Phe val Leu Asn Ala Gly Glu Arg Trp 

lie Lys Asn Asn Asp Ser Asp Phe Tyr val Asp Phe Ala Lys Glu Glu 

^70 475 4gQ 

Lys His val Gin Lys Asp Tyr Gly Asp Gly Lys Gly Thr Ala Lys His 
^o-> 490 495 

Leu Leu Asp Lys He Ala Asp Leu Glu ser Glu Ala Gin Lys Ser Phe 
•>"0 505 510 

Met His Arg Phe Asn He Ala Ala Asp Leu Val Asp Glu Ala Lys ser 

520 525 

Ala Gly Gin Leu Gly Phe Ala Gly He Leu val Trp Met Arg Phe Met 

-^-^^ DJb 540 

Ala Thr Arg Gin Leu val Trp Asn Lys Asn Tyr Asn val Lys Pro Arg 

550 555 560 

Glu He ser Lys Ala Gin Asp Arg Leu Thr Asp Leu Leu Gin Asp Val 
it>i> 570 575 

Tyr Ala Ser Tyr Pro Glu Tyr Arg Glu Leu Leu Arg Met He Met ser 

585 590 

Thr val Gly Arg Gly Gly Glu Gly Asp Val Gly Gin Arg He Arg Asp 
jyj 600 605 

Glu He Leu Val He Gin Arg Lys Asn Asp cys Lys Gly Gly He Met 
^-^^ 615 620 

Glu Glu Trp His Gin Lys Leu His Asn Asn Thr ser Pro Asp Asp Val 

val He cys Gin Al| Leu Met Asp Tyr He Lys ser Asp Phe Asp Leu 
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ser val Tyr Trp Lys Thr Leu Asn Asp Asn Gly He Thr Lys Glu Arg 
660 

Leu Leu ser Tyr Asp Arg Ala lie His ser Glu Pro Asn Phe Arg Gly 
675 680 ooD 

Glu Gin Lys ASP Gly Leu Leu Arg Asp Leu Gly His Tyr Met Arg Thr 
690 695 

Leu Lys Ala Val His Ser Gly Ala Asp Leu Glu Ser Ala He Gin Asn 
705 710 715 

cys Met Gly Tyr Gin Asp Asp Gly Glu Gig Phe Met val Gly V|l Gin 

He Asn pro val Ser Gly Leu Pro ser Gly Tyr Pro Asp Leu Leu Arg 
740 745 

Phe val Leu Glu His val Glu Glu Lys Asn val Glu Pro Leu Leu Glu 
755 760 

Gly Leu Leu Glu Ala Arg Gin Glu Leu Arg Pro Leu Leu Leu Lys ser 

His Asp Arg Leu Lys Asp Leu Leu Phe Leu Asp Leu Ala Leu Asp ser 
785 790 

Thr val Arg Thr Ala He Glu Arg Gly Tyr Glu Gin Leu Asn Asp Ala 
805 810 

Gly pro Glu Lys He Met Tyr Phe lie Ser Leu val Leu Glu Asn Leu 
820 825 o^" 

Ala Leu ser ser Asp Asp Asn Glu Asp Leu He Tyr Cys Leu Lys Gly 
835 840 0*^^ 

Trp Gin Phe Ala Leu Asp Met Cys Lys ser Lys Lys Asp His Trp Ala 
850 855 

Leu Tyr Ala Lys Ser val Leu Asp Arg ser Arg Leu Ala Leu Ala ser 
865 870 "'^ 

Lys Ala Glu Arg Tyr Leu Glu He Leu Gin Pro ser Ala Glu Tgr Leu 
885 890 

Gly ser cys Leu Gly val Asp Gin ser Ala val Ser He Phe Thr Glu 
^ ^ 900 905 y-L" 

Glu He He Arg Ala Gly Ser Ala Ala Ala Leu Ser Ser Leu val Asn 
915 920 
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Arg Leu Asp Pro val Leu Arg Lys Thr Ala Asn Leu Gly Ser Trp Gin 

^-jyj y3-> 940 

val He ser Pro val Glu val val Gly Tyr val He val val Asp Glu 

Leu Leu Thr Val Gin Asn Lys Thr Tyr Asp Arg Pro Thr He He Val 
965 970 975 

Ala Asn Arg val Arg Gly Glu Glu Glu He Pro Asp Gly Ala val Ala 
you 985 990 

val Leu Thr Pro Asp Met Pro Asp val Leu ser His val ser Val Arg 

1000 1005 

1010 "-^^ Si5 ''^^ ^""^ '^^'^ Phe^ Asp ser Gly 

lie Leu ser Asp Leu Gin Gly Lys Asp Gly Lys Leu Leu ser Leu 

1030 1035 

1040 ^^"^ ''^P Y^L Lys Glu val Asn Asp ser 

J-uw 1045 j^QjQ 

"^^^ 1055 ^^"^ ?^^n "^^P ASP Ala Pro Pro 

J-viDD 1060 1065 

1070 "-^^ '^''^ ^^■'y Arg Tyr Ala He 

1075 1080 

ser ser^ Glu Glu Phe Thr Ser^ Asp Leu val Gly Ala^ Lys ser Arg 

1100 fix. ser Trp val Gly He 

J-J-wu 1105 1110 

Pro Thr ser val Ala Leu Pro Phe Gly val Phe Glu Lys val He 
-LJ-xa 1120 1125 

1130 tile Leu Leu Val Leu 

1135 1140 

'■^^ VVIq '^^'^ ^lYr. Gin Gly Ala Leu Lys Glu He 

1150 1155 

^'^^ iifin ^^y '^^^ A''^ P''o Pro Glu Leu val Glu 

xxQu 1165 1170 

Glu Leu Lys ser Thr Met Lys Ser ser Asp Met Pro Trp Pro Gly 
•*.x/:> 1180 1185 
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ASP Glu Gly Glu Gin Arg Trp Glu Gin Ala Trp Ala Ala lie Lys 
1190 1195 1200 

Lvs val Trp Ala ser Lys Trp Asn Glu Arg Ala Tyr Phe Ser Thr 
1205 1210 1215 

Arg Lys val Lys Leu Asp His Asp Tyr Leu cys Met Ala val Leu 
1^20 1225 1230 

val Gin Glu val He Asn Ala Asp Tyr Ala Phe Val He His Thr 
1235 1240 1245 

Thr Asn Pro ser Ser Gly Asp Ser ser Glu He Tyr Ala Glu val 
1250 1255 1260 

val Lys Gly Leu Gly Glu Thr Leu val Gly Ala Tyr Pro Gly Arg 
1265 1270 1275 

ser Leu ser Phe He Cys Lys Lys Asn Asn Leu Asp Ser Pro Leu 
1280 1285 1290 

val Leu Gly Tyr Pro Ser Lys Pro He Gly Leu Phe lie Arg Arg 
1295 1300 1305 

ser He He Phe Arg ser Asp ser Asn Gly Glu Asp Leu Glu Gly 
1310 1315 1320 

Tyr Ala Gly Ala Gly Leu Tyr Asp ser val pro Met Asp Glu Glu 
' 1325 1330 1335 

ASP Gin val val Leu Asp Tyr Thr Thr Asp Pro Leu He Thr Asp 
^ 1340 1345 1350 

Leu ser Phe Gin Lys Lys val Leu ser Asp He Ala Arg Ala Gly 
1355 1360 1365 

ASP Ala lie Glu Lys Leu Tyr Gly Thr Ala Gin Asp lie Glu Gly 
1370 1375 1380 

val He Arg Asp Gly Lys Leu Tyr val val Gin Thr Arg Pro Gin 
1385 1390 1395 

val 



<210> 10 
<211> 4851 
<212> DNA 

seite 43 
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<213> Solanum tuberosum 



<220> 

<221> CDS 

<222> C105) . . C4499) 

<223> 

<300> 

<308> EMBL / Y09533 
<309> 1998-07-30 



<400> 10 

catcttcatc gaatttctcg aagcttcttc gctaatttcc tggtttcttc actcaaaatc 60 

gacgtttcta gctgaacttg agtgaattaa gccagtggga ggat atg agt aat tec 116 

Met ser Asn ser 
1 

tta ggg aat aac ttg ctg tac cag gga ttc eta acc tea aca gtg tta 164 
Leu Gly Asn Asn Leu Leu Tyr Gin cTy Phe Leu Thr ser Thr vaT leu 
5 10 15 20 

gaa cat aaa agt aga ate agt cet cct tgt gtt gga ggc aat tct ttq 212 
Glu HIS Lys ser Arg He Ser Pro Pro Cys val GTy GTy Asn ser Leu 
25 30 35 

III 5?^ aaa tea cct tta tea act gag ttt cga 260 

Phe Gin Gin Gin VaT He Ser Lys Ser Pro Leu Ser Thr Glu Phe Arg 
40 45 ' 



50 



9*9 ^^9 ata cct atg gaa aag aag 308 

Gly Asn Arg Leu Lys VaT Gin Lys Lys Lys lie Pro Met Glu Lyi Lyi 
55 60 65 

cgt get ttt tct agt tct cct cat get gta ctt acc act gat acc tct 356 
Arg Ala Phe Ser ser Ser Pro His Ala val Leu Thr Thr Asp Thr ser 
70 75 80 

if ^ ."^ 5?^ ^J*^ ^9* 999 aat att gag eta cag 404 

ser Glu Leu Ala Glu Lys Phe Ser Leu GTy cTy Asn He GlC Leu Gin 

90 95 100 

9" gat gtt agg cet ecc act tea ggt gat gtg tec ttt gtg gat ttt 452 
val Asp val Arg Pro Pro Thr ser Gly Asp val Ser Phe VaT Asp phe 
105 110 11§ 

?9t gat aaa ctg ttt ttg cac tgg ggg gea gta 500 
Gin val Thr Asn GTy Ser Asp Lys Leu Phe LeS His Tpp cTy Ala val 
120 125 130 

fwo US ^99 aaa gaa aca tgg tct ctt ccg aat gat cgt eca gat ggg 543 
Lys Phe GTy Lys Glu Thr Trp Ser Leu Pro Asn Asp Arg Pro Asp GTy 
135 140 145 ^ 

?5f t^/!? ?^9 aae aaa gea ctt aga act cca ttt gtt aaa tct 596 
Thr Lys VaT Tyr Lys Asn Lys Ala Leu Arg Thr Pro Phe Val Lys Ser 
150 155 160 
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ggc tct aac tec ate ctg aga ctg gag ata cga gac act get ate gaa 644 
Gly Ser Asn ser ile Leu Arg Leu Glu lie Arg Asp Thr Ala He Glu 
165 170 175 180 

get att gag ttt etc ata tac gat gaa gee cac gat aaa tgg ata aag 
Ala ne GlS Phe Leu He Tyr Asp Glu Ala His Asp Lys Trp lie Lys 
185 190 195 

aat aat ggt ggt aat ttt cgt gtc aaa ttg tea aga aaa gag ata cga 
Asn Asn Gly cTy Asn Phe Arg val Lys Leu Ser Arg Lys Glu He Arg 
200 205 210 

gge cea gat gtt tet gtt cct gag gag ctt gta cag ate caa tea tat 
Glv pro Asp val ser val Pro Glu Glu Leu Val Gin lie Gin ser Tyr 
215 220 225 

ttg agg tgg gag agg aag gga aaa cag aat tac ecc cct gag aaa gag 
LeG Arg Trp GlS Arg Lys Gly Lys Gin Asn Tyr pro Pro Glu Lys Glu 
230 235 240 

aaq gag gaa tat gag get get cga act gtg eta cag gag gaa ata get 
L?s Glu Glu Tyr Glu Ala Ala Arg Thr vaT Leu Gin Glu Glu lie Ala 
245 250 255 260 

cgt ggt get tec ata cag gac att cga gca agg eta aca aaa act aat 
Arg Gly Ala Ser He Gin Asp He Arg Ala Arg Leu Thr Lys Thr Asn 

265 270 275 

gat aaa agt caa age aaa gaa gag cct ctt cat gta aca aag agt gat 
Asp Lys ser Gin ser Lys Glu Glu Pro Leu His Val Thr Lys ser Asp 
280 285 290 

ata cct gat gac ctt gee caa gca caa get tac att agg tgg gag aaa 
He Pro Asp Asp Leu Ala Gin Ala Gin Ala Tyr Ile Arg Trp Glu Lys 
295 300 305 

gca gga aag ccg aac tat ect eca gaa aag caa att gaa gaa etc gaa 
Ala Gly Lys Pro Asn Tyr Pro Pro Glu Lys Gin He Glu Glu Leu Glu 
310 315 320 

gaa gca aga aga gaa ttg caa ctt gag ctt gag aaa ggc att acc ctt 
Glu Ala Arg Arg Glu LeS Gin Leu Glu Leu Glu Lys GTy He Thr Leu 
325 330 335 :J40 

gat gag ttg egg aaa acg att aca aaa ggg gag ata aaa act aag gtg 
ASP Glu Leu Arg Lys Thr lie Thr Lys Gly Glu Ile Lys Thr Lys val 
*^ 345 350 355 

gaa aag cac ctg aaa aga agt tct ttt gee gtt gaa aga ate caa aga 
Glu Lys His Leu Lys Arg ser Ser Phe Ala val Glu Arg lie Gin Arg 
acn ^fi"; 370 



345 350 355 

aaa aga agt tet ttt gee gtt gaa aga ate 

. Lys Arg ser Ser Phe Ala val Glu Arg lie 

360 365 370 

aaq aaq aga gac ttt ggg cat ctt att aat aag tat act tec agt cct 
Lys Lys Arg Asp Phe Gly His L|u lie Asn Lys Tyr Thr ser ser Pro 

caa gta caa aag gtc 
._. Gin val Gin Lys val 
390 395 

aag ctg tat gee aag gag 
U..V. Lys Leu Tyr Ala Lys Glu — - 
405 410 415 



692 
740 
788 
836 
884 
932 



980 
1028 
1076 
1124 
1172 
1220 
1268 



gca gta caa gta caa aag gtc ttg gaa gaa cea eca gcc tta tct aaa 1316 
Ala val Gin val Gin Lys val Leu Glu Glu Pro Pro Ala Leu Ser Lys 
390 395 400 

att aag ctg tat gee aag gag aag gag gag cag att gat gat ccg ate 1364 
lie Lys Leu Tyr Ala Lys Glu Lys Glu Glu Gin lie Asp Asp Pro lie 
405 410 415 420 

eta aat aaa aag ate ttt aag gtc gat gat ggg gag eta ctg gta ctg 1412 
Leu Asn Lys Lys He Phe Lys val Asp Asp Gly Glu Leu Leu val Leu 
425 430 435 
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Sal fil f^^ cai: eta get aca gat ctg 1460 

val Ala Lys ser ser cTy Lys Thr Lys val His Leu Ala Thr Asp Leu 
440 445 450 

Ae« ^iS ^E"^ "^99 9ca tta tec aaa agt cct gga gag 1508 

Asn Gin Pro lie Thr Leu His Trp Ala Leu Ser Lys ser Pro Gly GlS 
^55 460 465 

tgg atg gta cca cct tea age ata ttg cct cct gqq tea att att tta TiKfi 
Trp Met val Pro Pro Ser ser He LeD Pro Pro cTy se? lie lie Itu 

475 480 

gac aag get gcc gaa aca cct ttt tea gcc aqt tct tct aat aat ri-a ifiOA 
ASP Lys Ala Ala Glu Thr Pro Phe Ser Ala tlr ler ieJ %sl if J EeS 

490 495 500 

Th^ l^l J" att gaa gat ggc aat ttt 1652 

Thr ser Lys val Gin Ser Leu Asp He Val He Glu Asp GTy Asn Phe 
505 510 515 

gtg ggg atg cca ttt gtt ctt ttg tct ggt gaa aaa tqq att aaa aac lynn 
vaT GTy Met Pro Phe val Leu LeS ser cTy Glu Lys Trp lie lyt aIh 

525 530 

caa ggg teg gat ttc tat gtt ggc ttc agt get aca tec aaa ti-a nra ttaq 
Gin GTy ser Asp Phe Tyr ^al cTy Phe sir ^la Alt Hr tyt llu 111 ^^^^ 
535 540 545 

etc aag get get ggg gat ggc agt gga act gea aag tct tta eta aat 17Q6 
Leu Lys Ala Ala GTy Asp cTy ser GTy Thr Ala LyI ser leu Leu aS 
550 555 5gO *^ 

?f!? 9" 9^9 9" cag aag tea ttt atq cac caa 1844 

Lys He Ala Asp Met Glu ser Glu Ala Gin Lyi ser Phe Met His M'q 

570 575 580 

9ca get gac ttg ata gaa gat gee act agt act aat aaa ISQ? 
Phe Asn He Ala Ala Asp Leu He Glu Asp Ala Thr ser Ala G?y GlS 
585 590 595 

?lu III f?^ 2?^ 9ta tgg atg agg ttc atg get aca agg 1940 

Leu GTy Phe Ala GTy He Leu val Trp Met AFg Phe Met Ala Thr Arg 
oOO 605 610 

caa ctg ata tgg aac aaa aac tat aac gta aaa cca eat aaa ata aar tqrr 
Gin Leu I e Trp Asn Lys Asn Tyr Asn ^al LyI Pro Arg ilS ill lir 
ol5 620 625 

aag get eag gac aga ctt aca gac ttg ttg cag aat act ttc ace ani- pntuR 
Lys Ala Gin Asp Arg Leu Thr Xsp LeS LeS Gin aIh All Phi Thr Ur 

635 640 

cac cct cag tac cgt gaa att ttg egg atg att ata tea act art ana pn«4 
HIS Pro Gin Tyr Arg Glu He LeS Arg Me? He S5t llr Thr Sal G?y 

650 655 660 

?9w 2?^ 9at gta gga eag ega att agg gat gaa att tta 2132 
Arg GTy GTy Glu cTy Asp val GTy Gin Arg He Arg Asp Glu He Le3 
oo5 670 675 

9tc: ate cag agg aac aat gac tge aag ggt ggt atq atq caa aaa tnn :?i5in 
val He Gin Arg Asn Asn Asp cys Lys cTy GTy Set Set Gin GlS Trp 
680 685 690 

cat cag aaa ttg cat aat aat act agt cct qat gat qtt ata ate tnt- jojsi 
His Gin Lys Leu His Asn Asn Thr Ser Pro Asp Asp val va? He ?ys 
o95 700 705 
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m ss is ?s is 



710 



1-nn aaa acc ctQ aat gag aac gga ata aca aaa gag cgt ctt ttg agt 
T% ITs ilG Asn G?y He Thr Lys Glu Arg Leu Leu ser 

725 730 '^5 

nar rnt act atc Cat tct gaa cca aat ttt aga gga gat caa aag 
^?^ A?g Se Sts Sr Ilu pro Asn Rhe Arg G?y Asp Gin Lys 



745 



nni- nni- rtt tta cQt aat tta ggt cac tat atg aga aca ttg aag gca 
i?J % "S A?g Leu iTy His ryr Met Arg Thr Leu Lys Ala 
^ 760 765 



?K 5fi 1% ss §fu ifa in ifi rsS 

775 780 ^^-^ 



?fr 1!2 if? i?S Si S2 ?S i^? fa| - pS 

790 

?S IS m Sg ^P^? iS Sfn IS ss ss ss Si gs 

805 SIO 

IS 5?i ?a gf s g ?s g?s 11 s: Si its i - 

g?S Ifa i?i g?3 ifg ES S?i ^pS S3 Si Si ||S Si A?i 

840 

ss 51 11 ss ss Si ss II ift i^t Si iii |i 

^S? I?l S i!S g?? g!S g?S SS ?|i Ifa «i Si i!g 

870 875 

g| !?i S Si Si ii? Si Si ||u Jli Si Si |i 
?i? ?S IS IS |fS IS Si ?i? |s Sg Si 1% IS §?s 

ifa Si ii? ai? ii? IS ify m is is sn i?i ss Si 

920 925 =3" 

aaa act ata ctt aac aga acc cgt ctt gca ctt gca age aag gca gag 
iTs ISl SS aIp S?g Thr A^g Leu Ala Leu Ala Ser Lys Ala Glu 
' 935 940 

tgg tac cat cac tta ttg cag cca tct gcc gaa tat eta gga tea ata 
Trp Tyr His His Leu Leu Gin Pro ser Ala Glu Tyr Leu Gly Ser lie 
950 955 



ctt 
Leu 
965 



aaa ata aac caa tgg get ttg aac ata ttt act gaa gaa att ata 
if? ?a? Sp Gin T?| Xla LeS Asn He Phe Thr Glu Glu He lie 



975 
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980 



2276 



2324 



2372 



2420 



2468 



2516 



2564 



2612 



2660 



2708 



2756 



2804 



2852 



2900 



2948 



2996 



3044 



BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & RLSEQUENZPROTOKOLL.ST25 

A?s 1st m tif III IS li^r III ti^r IS Si til IS 2s IS 

yo3 990 995 

S3? F^* "^99 ^^"^^ 9<^a aat eta gga agt taa caa att ai-r 3137 

Pro vaT Leu Arg Lys Thr Ala Asn Leu Ify sir T?-$ G?R ??e ?1§ 
J-^y^ 1005 1010 

IS S^f i?2 ?S ^fj - ?«5«gt^,atgag ttg 3182 

^^^'> 1020 1025 

Si lit ?jf |g IS i?s ni i?g ?s? is ?j? 

^"^^ 1035 1040 

IS II 51 i?? g?» i?g |?3 K gat g^t .ct 3.., 

1050 1055 

i^i s ??i ?s IS SI? IS §J? s; is 5s is 

■L^ou 1065 1070 

?lf l?i l« l?p IS i?? Si ?S SI Ifl ?S? SI 

J-v'^^ 1080 1085 

S5 IS K 2S Ifl IS fIS §fS lf|^ ifS |?« „g 3w 

1095 1100 

SS fiS in If IS IS IK IS gfg ?Jf IS 

•^•^^^ 1110 1115 

ifS l?l g?g S?S li? IS IS IS tig ?l? g?S IS 34,. 

•^^^ 1125 1130 

IS IS g:^ Kg ?i? SI 0=?^ SI i?j ifj 

IS If? IS IS IS its S^ IS li^ i?S ?S i?J IS SI 

J"^^^ 1155 1160 

IS SI IS i?i IS ag SI I?? ?if SI IS IS ?i? 

1170 1175 

m IS SI IS IS ?i? IS SI s? SI iry ?if si i?g si 

1185 1190 

?ii s: IS ii| IS i?i IS §?g ffs ?i? IS SI gfg tig ^11 

1200 1205 

IS sg SI? ?|i SI s IS g?2 1?; IS SI li? IS til m 

^"^•^^ 1215 1220 

i?S IS 1?,^ IS IS ?l? IIS IS III IS IS S§ IS Sg '"^ 

1230 1235 
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ni-c aaa aaa ctq aag gag aag atg cag ggt tct ggc atg cct tgg 
?Il tyl il2 22^ fyi ilS LyI Met Gln^ cTy ser cTy Met Pro^ Trp 



1240 



cct ggt gat gaa ggt cca aag egg tgg gaa caa gca tgg atg gcc 
pro GTy ASP Glu^ cTy Pro Lys Arg Trg^ Glu Gin Ala Trp Met^ Ala 

ata aaa aag gtg tgg get tea aaa tgg aat gag aga gca tac ttc 
SI tys Lys vaL Trp Ala ser Lys Trp^ Asn Glu Arg Ala T^r^ Phe 



1270 



anr aca aoQ aaq gtg aaa etg gat cat gac tat ctg tgc atg get 
lir ?h? Irg 51 ?a? Lys LeS Asp His Asp Tyr Leu cys Met Ala 
]_285 l^yu i-csj 

axe ctt att caa gaa ata ata aat get gat tat gca ttt gtc att 
§ll l2 vS Gin Hlu He lie Asn Ala Asp Tyr Ala Phe val He 
1300 1305 

cae aca ace aae cca tct tec gga gac gac tea gaa ata tat gcc 
Sis Thr Thr Asn Pro ser Ser Gly Asp Asp ser Glu He Tyr Ala 

1315 1320 

g!2 ?3 fa? % S5 ify its ffr S5 §S ify IS fr^ 

1330 1335 J-^^vJ 

naa cat act ttq agt ttt ate tgc aag aaa aag gat etc aac tct 
g?? A?g ?ll Leu^ sir Phe He C?s Lys^ Lys Lys Asp Leu Asn^ Ser 

rrr raa ata tta qqt tac cca age aaa ccg ate ggc ctt ttc ata 
pS §ln ?a? JeS Wy Tyr Pro sir Lys Pro He cTy Leu Phe He 
1360 1365 

aaa aaa tct ate ate ttc cga tct gat tec aat ggg gaa gat ttg 
tyl S?g IS He^ He Phe Arg Ser Asp^ ser Asn cty Glu Asg^ Leu 

aaa aat tat qcc ggt get ggc etc tac gae agt gta cca atg gat 
ElS % |la^ iTy Xla lly Leu T^r^ Asp ser val Pro Met^ Asp 

naa aaa aaa aaa gtt gta att gat tac tct tec gac cca ttg ata 
gig ilS ilS 51 ?S ?al He Xsp Tyr ser ser Asp Pro Leu He 
1405 1410 j-^j-:> 

oa-h nni- 7\7ic trr roc cao aca ate ctg tec aac att get egt 
?h? Phe A?g §ln ?hr He LeS Ser Asn He Ala Arg 

1420 1425 -L^au 

get gga cat get ate gag gag eta tat gge tct cct caa gac att 
Ala Gly His Ala He Glu Glu Leu Tyr g 
' 1440 



1435 



;Ty ser Pro Gin Asp lie 
' 1445 



aaa aat ata qtq agg gat gga aag att tat gtc gtt eag aca aga 
Hlu G?J vJl va? Arg Asp My Lyl He Tyr val val Gin Thr Arg 
1450 1455 i^ou 

cca cag atg tga ttatattetc gttgtatgtt gttcagagaa gaccacagat 
pro Gin Met 

gtgateatat tetcattgta teagatctgt gaccacttac etgatacetc ecatgaagtt 

aectgtatga ttataegtga tccaaagcca teacatcatg tteacettea gctattggag 
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3857 

3902 

3947 

3992 

4037 

4082 

4127 

4172 

4217 

4262 

4307 

4352 

4397 

4442 

4487 

4539 

4599 
4659 



BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & RX.SEQUENZPROTOKOLL.ST25 
gagaagtgag aagtaggaat tgcaatatga ggaataataa gaaaaacttt gtaaaagcta 4719 
aattagctgg gtatgatata gggagaaatg tgtaaacatt gtactatata tagtatatac 4779 
acacgcatta tgtattgcat tatgcactga ataatatcgc agcatcaaag aagaaatcct 4839 
ttgggtggtt tc 



<210> 11 
<211> 1464 
<212> PRT 

<213> solanum tuberosum 
<400> 11 

Met ser Asn ser Leu Gly Asn Asn Leu Leu Tyr Gin Gly Phe Leu Thr 
^ 10 15 

ser Thr val Leu Glu His Lys ser Arg He Ser Pro Pro cys Val Gly 

25 30 ' 

Gly Asn ser Leu Phe Gin Gin Gin val He ser Lys Ser Pro Leu ser 

40 45 

Thr Glu Phe Arg Gly Asn Arg Leu Lys val Gin Lys Lys Lys He Pro 

55 60 

Met Glu Lys Lys Arg Ala Phe ser ser Ser Pro His Ala Val Leu Thr 

75 gQ 

Thr ASP Thr ser ser Glu Leu Ala Glu Lys Phe ser Leu Gly Gly Asn 

90 95 

He Glu Leu Gin val Asp val Arg Pro Pro Thr ser Gly Asp val ser 

105 110 

Phe val Asp Phe Gin val Thr Asn Gly Ser Asp Lys Leu Phe Leu His 

120 125 

Trp Gig Ala val Lys Phe Gly Lys Glu Thr Trp ser Leu Pro Asn Asp 

Arg Pro Asp Gly Thr Lys Val Tyr Lys Asn Lys Ala Leu Arg Thr Pro 

155 160 

Phe val Lys Ser Gly ser Asn ser He Leu Arg Leu Glu He Arg Asp 

Thr Ala He Glu Ala He Glu Phe Leu He Tyr Asp Glu Ala His Asp 
■LoU 185 190 *^ 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & Rl_SEQUENZPROTOKOLL.ST25 

LVS Trp He Lys Asn Asn Gly Gly Asn Phe Arg val Lys Leu ser Arg 
195 200 205 

Lys Glu ne Arg Gly Pro Asp val Ser Val Pro Glu Glu Leu val Gin 
210 215 2Z0 

ne Gin ser Tyr Leu Arg Trp Glu Arg Lys Gly Lys Gin Asn Tyr Pro 
225 230 235 ^'t^ 

pro Glu Lys Glu Lys Glu Glu Tyr Glu Ala Ala Arg Thr val Leu Gin 

245 ^dU 

Glu Glu He Ala Arg Gly Ala ser lie Gin Asp He Arg Ala Arg Leu 
260 265 ^'^ 

Thr Lys Thr Asn Asp Lys Ser Gin ser Lys Glu Glu Pro Leu His val 
275 280 ^i>:3 

Thr Lys ser Asp He Pro Asp Asp Leu Ala Gin Ala Gin Ala Tyr He 
290 295 300 

Aji Trp Glu Lys Ala Gig Lys Pro Asn Tyr Pro Pro Glu Lys Gin He 

Glu Glu Leu Glu Glu Ala Arg Arg Glu Leu Gin Leu Glu Leu Glu Lys 

325 330 •'33 

Gly He Thr Leu Asp Glu Leu Arg Lys Thr He Thr Lys Gly Glu He 
' 340 345 3->0 

Lys Thr Lys val Glu Lys His Leu Lys Arg ser Ser Phe Ala val Glu 
355 360 30-> 

Arg He Gin Arg Lys Lys Arg Asp Phe Gly His Leu He Asn Lys Tyr 
370 375 ^oO 

Thr ser ser Pro Ala val Gin val Gin Lys val Leu Glu Glu Pro Pro 
385 390 395 

Ala Leu ser Lys He Lys Leu Tyr Ala Lys Glu Lys Glu Glu Gin He 
405 410 4i:> 

ASP ASP Pro He Leu Asn Lys Lys He Phe Lys val Asp Asp Gly Glu 
420 425 430 

Leu Leu val Leu val Ala Lys ser ser Gly Lys Thr Lys val His Leu 
435 440 445 

Ala Thr Asp Leu Asn Gin Pro He Thr Leu His Trp Ala Leu ser Lys 
450 455 4t>U 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & RL_SEQUENZPROTOKOLL.ST25 

Sen Pro Gly Glu Trp Met Val Pro Pro ser Ser lie Leu Pro Pro Giv 
465 470 475 480 

ser He He Leu Asp Lys Ala Ala Glu Thr pro Phe ser Ala Ser Ser 
485 490 495 

ser Asp Gly Leu Thr ser Lys Val Gin Ser Leu Asp He Val He Glu 
500 505 510 

Asp Gly Asn Phe Val Gly Met Pro Phe Val Leu Leu Ser Gly Glu Lys 

Trp lie Lys Asn Gin Gly Ser Asp phe Tyr val Gly Phe Ser Ala Ala 
530 535 540 

ser Lys Leu Ala Leu Lys Ala Ala Gly Asp Gly ser Gly Thr Ala Lys 
545 550 555 560 

Ser Leu Leu Asp Lys lie Ala Asp Met Glu ser Glu Ala Gin Lys ser 
565 570 575 

Phe Met His Arg phe Asn He Ala Ala Asp Leu lie Glu Asp Ala Thr 
580 585 590 

ser Ala Gly Glu Leu Gly Phe Ala Gly He Leu val Trp Met Ara Phe 
595 600 605 

■'"''P Asn Lys Asn Tyr Asn val Lys Pro 
610 615 620 

Arg Glu He Ser Lys Ala Gin Asp Arg Leu Thr Asp Leu Leu Gin Asn 
0''5 630 635 640 

Ala Phe Thr Ser His Pro Gin Tyr Arg Glu He Leu Arg Met He Met 
645 650 655 

ser Thr Val Gly Arg Gly Gly Glu Gly Asp val Gly Gin Arg He Ara 
660 665 670 

Asp Glu lie Leu val lie Gin Arg Asn Asn Asp cys Lys Gly Gly Met 
6/5 680 685 

tin "^""P "■'^ "-eu His Asn Asn Thr ser Pro Asp Asp 

690 695 700 

Val val He cys Gin Ala Leu He Asp Tyr He Lys Ser Asp Phe Asp 
'"^ 710 715 720 

Leu Gly val Tyr Trp Lys Thr Leu Asn Glu Asn Gly He Thr Lys Glu 
725 730 735 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & ri_sequenzprotokoll.st25 
Arg Leu Leu sen Tyr Asp Arg Ala lie His Ser Glu Pro Asn Phe Arg 

Gly ASP Gin Lys Gly Gly Leu Leu Arg Asp Leu Gly His Tyr Met Arg 
' 755 760 '*>5 

Thr Leu Lys Ala val His ser Gly Ala Asp Leu Glu ser Ala He Ala 

Asn cys Met Gly Tyr Lys Thr Glu Gly Glu Gly Phe Met Val Gly Val 
785 790 '^^ 

Gin He Asn Pro val ser Gly Leu Pro ser Gly Phe Gin Asp Leu Leu 
805 810 

His Phe val Leu Asp His val Glu Asp Lys Asn Val Glu Thr Leu Leu 
820 825 o^" 

Glu Arg L|U Leu Glu Ala Arg Glu Glu Leu Arg Pro Leu Leu Leu Lys 

Pro Asn Asn Arg Leu Lys Asp Leu Leu Phe Leu Asp He Ala Leu Asp 
850 855 860 

ser Thr val Arg Thr Ala val Glu Arg Gly Tyr Glu Glu Leu Asn Asn 

Ala Asn pro Glu Lys He Met Tyr Phe He Ser Leu Val Leu Glu Asn 
885 890 

Leu Ala Leu Ser Val Asp Asp Asn Glu Asp Leu val Tyr Cys Leu Lys 
900 905 yj-U 

Gly Trp Asn Gin Ala Leu ser Met ser Asn Gly Gly Asp Asn His Trp 
' 915 920 925 

Ala Leu Phe Ala Lys Ala val Leu Asp Arg Thr Arg Leu Ala Leu Ala 
930 935 9^0 

|er Lys Ala Glu Trp T^r His His Leu Leu Gin Pro Ser Ala Glu T^r 

Leu Gly ser He Leu Gly Val Asp Gin Trp Ala Leu Asn He Phe Thr 
965 970 =*'^ 

Glu Glu He He Arg Ala Gly ser Ala Ala Ser Leu Ser Ser Leu Leu 
980 985 990 

Asn Arg Leu Asp Pro Val Leu Arg Lys Thr Ala Asn Leu Gly Ser Trp 
995 1000 1005 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & Rl_SEQUENZPROTOKOLL. ST25 

1010 ^^'^ ^""^ Vn'i^ ''^^ ^'^y val val val val 
^^^^ 1015 1020 

ASP Glu Leu Leu ser Val Gin Asn Glu He Tyr Glu Lys Pro Thr 
-•-"^^ 1030 1035 

Vn^o "-^^ Y^Ie '-y^ ^■'y Glu He Pro Asp 

J-UW 1045 1050 

Gly Ala val Ala Leu He Thr Pro Asp Met Pro Asp val Leu Ser 
-«-":>:> 1060 1065 

"'^ 1070 ^""^ ^""^ nnfc ^'^V Lys Val cys Phe Ala Thr 

1075 1080 

'^^'^ ^""^ !r^ii« -^""^ Asp Leu Gin Ala Lys Glu Gly 

J-Uos 1090 1095 

'^''^ 1100 "-y^ ?V^c "^^^ S^f* ASP He He Tyr ser 

1105 1110 

Glu val Asn Glu He Glu Leu Gin Ser ser Ser Asn Leu Val Glu 
■L±±^ 1120 1125 

1130 '^^^ Vf^c Af-Q Leu val Lys Lys Gin Phe Gly 

■^■^J^ 1135 1140 

"^y" Ala He ser Ala Asp Glu Phe Thr Ser Glu Met val 
-LJ-^a 1150 1155 

1160 ""^^ "^""^ Ills ■^y' '-y^ fi^o Lys val Pro 

ser ser val Gly He Pro Thr ser val Ala Leu Pro Phe Gly val 
■^■'■'j 1180 1185 

1190 "-^^ ^^"^ ^^"^ t?Rc ^""^ Asn Gin Gly val Ala Lys 
■LJ^yu 1195 1200 

Glu Leu Gin He Leu Met Lys Lys Leu Ser Glu Gly Asp Phe ser 
J-^U3 1210 1215 

Ala Leu Gly Glu He Arg Thr Thr Val Leu Asp Leu ser Ala Pro 
^^^^ 1225 1230 

Ala Gin Leu Val Lys Glu Leu Lys Glu Lys Met Gin Gly ser Gly 
■*-^^-> 1240 1245 

Met Pro^ Trp Pro Gly Asp Glu Gly Pro Lys Arg Trp Glu Gin Ala 

•^^•>-> 1260 
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Trp Met Ala lie Lys Lys Val Trp Ala Ser Lys Trp Asn Glu Arg 
1265 1270 1275 

Ala Tyr Phe Ser Thr Arg Lys Val Lys Leu Asp His Asp Tyr Leu 
llso 1285 1290 

CVS Met Ala val Leu val Gin Glu He He Asn Ala Asp Tyr Ala 
' 1295 1300 1305 

Phe val He His Thr Thr Asn Pro ser Ser Gly Asp Asp Ser Glu 
1310 1315 1320 

lie Tyr Ala Glu Val val Arg Gly Leu Gly Glu Thr Leu val Gly 
1325 1330 1335 

Ala Tyr Pro Gly Arg Ala Leu Ser Phe He Cys Lys Lys Lys Asp 
1340 1345 1350 

Leu Asn ser Pro Gin Val Leu Gly Tyr Pro ser Lys Pro lie Gly 
1355 1360 1365 

Leu Phe lie Lys Arg ser He lie Phe Arg Ser Asp ser Asn Gly 
1370 1375 1380 

Glu ASP Leu Glu Gly Tyr Ala Gly Ala Gly Leu Tyr Asp ser Val 
1385 1390 1395 

Pro Met Asp Glu Glu Glu Lys Val val lie Asp Tyr ser ser Asp 
1400 1405 1410 

pro Leu He Thr Asp Gly Asn Phe Arg Gin Thr He Leu Ser Asn 
1415 1420 1425 

He Ala Arg Ala Gly His Ala He Glu Glu Leu Tyr Gly ser Pro 
1430 1435 1440 

Gin Asp lie Glu Gly val val Arg Asp Gly Lys He Tyr Val val 
1445 1450 1455 

Gin Thr Arg Pro Gin Met 
1460 

<210> 12 

<211> 4576 

<212> DNA 

<213> oryza sativa 
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<220> 
<221> CDS 
<222> (20) . . (4393) 
<223> 

<300> 

<308> NCBI / AR400814 
<309> 2003-12-18 

<400> 12 



BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & Rl_SEQUENZPROTOKOLL.ST25 



cttacagata ttcgtgcag atg age gga ttc tec gcg gca get get geg gee 

Met Ser Gly Phe Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala 
15 10 

gag egg tgc gcg etc ggc etc gqc gtc eae gcg cgc ccc gee teg ccc 
Glu Arg cys Ala Leu Gly Leu Gly Val His Ala Arg Pro Ala Ser Pro 
15 20 25 

teg ccg gcg ctg etc ccg ccg geg get etc cgc cgc ggc cgc egt etc 
ser Pro Ala Leu Leu pro Pro Ala Ala Leu Arg Arg Gly Arg Arg Leu 
30 35 40 

9?*^ egt egg age etc etc gee 

Pro Ala Ala Thr Thr Thr Leu Ala Val ser Arg Arg ser Leu Leu Ala 
45 50 55 

cct cgc gee ate gee get tee ace ggc cgc gcc tec ccg ggc ett gtc 
Pro Arg Ala He Ala Ala ser Thr Gly Arg Ala Ser Pro Gly Leu val 
60 65 70 75 

gga agg ttc ace ctg gat gee aac tec gag ctt aag gtg aca ttg aae 
Gly Arg Phe Thr Leu Asp Ala Asn ser Glu Leu Lys val Thr Leu Asn 
80 85 90 

cca gca ccg cag ggt teg gtg gtg gag ate aat eta gag gca act aae 
Pro Ala Pro Gin Gly ser val val Glu He Asn Leu Glu Ala Thr Asn 
95 100 105 

ace age ggc tec ctg ata ctg cat tgg ggc gcc ctt cgc ccg gat aga 
Thr Ser Gly Ser Leu He Leu ms Trp Gly Ala Leu Arg Pro Asp Arg 

gaa gaa tgg etc eta cca tec egg aaa cca gat ggc acg aca gtg tac 
51" frp Leu Leu Pro ser Arg Lys Pro Asp Gly Thr Thr VaT Tyr 
125 130 135 

aag aae agg get ett agg acg cct ttt ata aag tea ggt gat aac tec 
Lys Asn Arg Ala Leu Arg Thr Pro Phe He Lys ser Gly Asp Asn ser 
140 145 150 155 

2?* 9?9 9<=a gtg caa gcc att gag ttc 

Thr Leu Lys He Glu He Asp Asp Pro Ala vaT Gin Ala He Glu Phe 
160 165 170 

9at gag gca egg aat aat tgg tac aaa aac aat ggc cag 
Leu He Phe Asp Glu Ala Arg Asn Asn Trp Tyr Lys Asn Asn Gly Gin 



175 



180 



185 



aat ttc caa att cag eta caa gcg age caa tat caa ggg cag ggt aca 

Seite 56 



52 



100 



148 



196 



244 



292 



340 



388 



436 



484 



532 



580 



628 



BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & rLSEQUENZPROTOKOLL.STZS 
Asn Phe Gin lie Gin Leu Gin Ala ser Gin Tyr Gin Gly Gin Gly Thr 
190 195 200 

tct act get act tct tct act gtg gtt cca gag gat ctt gtg cag ata 676 
ser Thr Ala Thr Ser ser Thr Val Val Pro Glu Asp Leu Val Gin He 
205 210 215 

caa tea tat ctt egg tgg gaa aga aag gga aag cag tea tat aca cct 724 
Gin ser Tyr Leu Arg Trp Glu Arg Lys Gly Lys Gin ser Tyr Thr Pro 
220 225 230 235 

gag caa gag aag gag gag tat gaa gca gca cga act gag ttg ata gag 
Glu Gin Glu Lys GiS Glu Tyr Glu Ala Ala Arg Thr Glu Leu lie Glu 
240 245 250 

qaa tta aac aag ggt gtt tct ttg gag aag eta cga gcg aaa ctg aca 
Glu Leu Asn Lys Gly val ser Leu Glu Lys Leu Arg Ala Lys Leu Thr 
255 260 265 

aag aca cct gag gca act gat agt aat get cct gca tct gaa age act 
Lvs Thr Pro Glu Ala Thr Asp ser Asn Ala Pro Ala ser Glu ser Thr 
^ 270 275 280 

gtg act act aaa gtc cca gag gaa ctt gta caa gtc cag get tac ata 
vaT Thr Thr Lys val Pro Glu Glu Leu val Gin val Gin Ala Tyr He 
285 290 295 

agg tgg gag aaa gca ggc aag cca aat tat gee cca gag aag caa ttg 
Arg Trp Glu Lys Ala Gly Lys Pro Asn Tyr Ala Pro Glu Lys Gin Leu 
300 305 310 315 

gtc gag ttt gag gaa gca agg aag gaa ctg cag tct gag ttg gat aag 
val Glu Phe Glu Glu Ala Arg Lys Glu Leu Gin Ser Glu Leu Asp Lys 
320 325 330 

ggg ace tea gtt gag cag ttg agg aac aaa att ttg aaa ggg aac att 
Gly Thr ser val Glu Gin Leu Arg Asn Lys He Leu Lys Gly Asn He 
335 340 345 

aag aca aaa gtt tee aag cag ctg aag gac aaa aaa tac ttt tct gtg 
Glu Thr Lys Val Ser Lys Gin Leu Lys Asp Lys Lys Tyr Phe Ser val 
350 355 360 

gaa aga att cag egg aaa aaa cga gat att gtg caa eta ctt aaa aaa 1156 
Glu Arg He Gin Arg Lys Lys Arg Asp He vaT Gin Leu Leu Lys Lys 
365 370 375 

cac aag cct act gtt atg gaa gcg caa gta gag act cct aaa caa ccc 1204 
His Lys pro Thr val Met Glu Ala Gin val Glu Thr Pro Lys Gin Pro 
380 385 390 395 

act gtt ctg gat etc tte aca aag tea tta cag gag cag gat aac tgt 1252 
Thr val Leu Asp Leu Phe Thr Lys Ser Leu Gin Glu Gin Asp Asn cys 
400 405 410 

gag gtt eta age aga aag ctt tte aag ttc ggt gac aag gag ata ctg 
Glu val Leu ser Arg Lys Leu Phe Lys Phe Gly Asp Lys Glu lie Leu 
415 420 425 

gga att ace acc gtt get eta gga aaa ace aaa gtt cac ttg gca aca 
Gly lie Thr Thr val Ala Leu Gly Lys Thr Lys val His Leu Ala Thr 
430 435 440 

aac tat atg gag cca ctt ata ctt cac tgg gcg ttg tea aaa gag aat 
Asn Tyr Met Glu Pro Leu He Leu His Trp Ala Leu ser Lys Glu Asn 
445 450 455 

gga gag tgg cag gca cct ccc tea age ata ttg cca tct ggt tea tea 1444 

Seite 57 



772 



1108 



1300 
1348 
1396 



Bcs q4-5012_Erhohte Akt. OKI & r1_sequenzprotokoll.st25 
Gly Glu Trp Gin Ala Pro Pro Ser Ser He Leu Pro ser Gly ser Ser 
460 465 470 475 

ttg eta gac aag gca tgt gaa act tea ttc agt gaa tat gaa ttg aat 1492 
Leu Leu Asp Lys Ala Cys Glu Thr Ser Phe ser Glu Tyr Glu Leu Asn 
480 485 490 

ggt ctg cat tgt cag gtt gtt gag ate gag ctt gac gat ggt gga tac 1540 
Gly Leu His cys Gin Val Val Glu lie Glu Leu Asp Asp Gly Gly Tyr 
495 500 505 

aag egg atg cce ttt gtt etc egg tct ggt gaa aca tgg atg aaa aat 1588 
Lys Arg Met Pro Phe val Leu Arg ser Gly Glu Thr Trp Met Lys Asn 
510 515 520 

aat ggc tct gac ttt tac ttg gat ttc age ace aaa gtt gca aaa aat 1636 
Asn Gly ser Asp phe Tyr Leu Asp Phe ser Thr Lys Val Ala Lys Asn 
525 530 535 

aca aag gat act ggt gat get ggt aaa ggc act get gag gee ttg ctt 1684 
Thr Lys Asp Thr Gly Asp Ala Gly Lys Gly Thr Ala Glu Ala Leu Leu 
540 545 550 555 

gaa aga ata gca gat eta gag gaa gat gee caa cga tct ctt atg cac 1732 
Glu Arg He Ala Asp Leu Glu Glu Asp Ala Gin Arg ser Leu Met His 
560 565 570 

aga ttc aat att gca gca gat eta gtt gac caa geg aga gat aat gga 1780 
Arg Phe Asn He Ala Ala Asp Leu Val Asp Gin Ala Arg Asp Asn cTy 
575 580 585 

tta ttg ggt att att gga att ttt gtt tgg att ggg ttc atg get aca 1828 
Leu Leu Gly He He Gly He Phe Val Trp He Gly Phe Met Ala Thr 
590 595 600 

agg caa eta ata tgg aae aag aac tac aat gtg aag cea cgt gag ata 1876 
Arg Gin Leu He Trp Asn Lys Asn Tyr Asn vaT Lys Pro Arg Glu He 
605 610 615 

age aaa gee caa gat agg ttt aca gat gat ctt gag aat atg tac aga 1924 
ser Lys Ala Gin Asp Arg Phe Thr Asp Asp Leu Glu Asn Met Tyr Arq 
620 625 630 635 

act tac cea caa tat cag gag ate tta aga atg ata atg tct get gtt 1972 
Thr Tyr Pro Gin Tyr Gin Glu He Leu Arg Met He Met Ser Ala Val 
640 645 650 

ggt egg gga ggt gaa ggt gat gtt ggt caa cge att cgt gat gag ata 2020 
Gly Arg Gly GTy Glu Gly Asp val Gly Gin Arg He Arg Asp Glu He 
655 660 665 

tta gta ate cag aga aat aat gac tgc aaa ggt gga atg atg gag gag 2068 
Leu Val He Gin Arg Asn Asn Asp cys Lys Gly Gly Met Met Glu Glu 
670 675 680 

tgg cac eag aaa ctg cac aac aat aca age cea gat gat gta gtg ate 2116 
Trp HIS Gin Lys Leu His Asn Asn Thr ser pro Asp Asp val vaT He 
685 690 695 

tgc cag gee eta ctt gat tat ate aag agt gat ttt gat act ggt gtt 2164 
cys Gin Ala Leu Leu Asp Tyr He Lys ser Asp Phe Asp Thr Gly val 
700 705 710 715 

tac tgg gac aec ttg aaa aaa ggt ggt ata aca aaa gag cgt eta ttq 2212 
Tyr Trp Asp Thr Leu Lys Lys Gly cTy He Thr Lys Glu Arg Leu Leu 
720 725 730 

age tat gat cga ecg att cat tea gag cea aat ttc agg agt gaa eag 2260 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & ^Ir^EQUENZPROTOKOL^^^ 
ser Tyr Asp Arg Pro He His ser Glu Pro Asn Phe Arg ser Glu Gin 



^^r. r^^-^ ^r^r ri-r cat aac ttq ggc aat tat atg aga age etc aag 
tyl aIp lir IS as A?g lev 1% Asn Tyr Met Arg ser Leu Lys 
750 755 ^ov 

m sfs IS i?5 ?s ifg a: §?; is ifa m in sa 



r,:.r, ari" ato tac ttc ate agt ctt gtc ett gaa aat ctt get tta 
8!2 tyl ?1e Sel gr Jhe !le sir Leu ||1 Leu Glu Asn Leu Ala Leu 

1-rr- arr nac aac aat oaa gat ate eta tat tgc tta aag gga tgg aat 
llr ?h?ilp a|p Itn l^u Isl ne Leu Tyr Cys Leu Lys G^y Trp Asn 



nrr nta aaa ata act aaa cag aaa aac aac caa tgg get etc tat 
Gin ?la ?lS Si? ?la Lys GlJ Lys Asn Asn Gin Trp Ala Leu Tyr 
910 915 

nri- aca ttt ctq qac aga acc aga ctt gcc ctt gca age aag gga 
l^l L?s All Se SS lip A?g Thr A?g Leu Ala Leu Ala ser Lys G^y 
925 930 ^^-^ 

gaa caa tac tat aat ttg atg cag ccc tea get gaa tat ctt ggc teg 
Glu Gin Tyr Tyr Asn Leu Met Gin Pro ser Ala Glu Tyr Leu Gly ser 
940 945 y->" 

rft- aar att aac caa tqq qea gtt aat ate ttt aca gaa gaa att 
Hi Ain Se ITp §ln t?? ?la ?al Asn He Phe Thr Glu Glu He 



2308 
2356 
2404 
2452 



tfy ^' i; i 

780 785 

?3 SI m fe| IS g?? '.SI frS ??l S2 ifS ^Pg SI 

SS nt 5fi ?H g's IS fyl |ia S S5 II if? 

815 820 

S ifS ?fa ?fa i!S EIS S| Teg S S5 |?J i?S 

830 835 

i?^ ?e? j?i rp S5 !S ifa s ?fi^ 

845 850 

l| %n f.^ gfS III H?3 g5 ?5? fr| 



2596 
2644 
2692 
2740 
2788 
2836 
2884 
2932 
2980 



att cot aat gga tea get get ace etg tct get ctt ctg aat egg att 
?le Arg G^y G?y Ser Ala Ala Thr Leu ser Ala Leu Leu Asn Arg He 
975 980 

oat eet att ctt agg aat gtt gca cag ctt gga agt tgg cag gtt ata 3028 
III Pro vSl Su Arg Asn Val Ala Gin Leu GTy ser Trp Gin val He 
990 995 loao 

age eca gtt gaa gta tea ggt tac att gta gtg gtt gat gaa ttg 3073 
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sen pro val l?u Itn'^^^r^Y, °vl^l *vM"l"srXt^t^-^"" 
J-wD 1010 1015 

ctt get gtt caa aac aaa tec tat gat aaa cca arr ai-r r-t-i- 3-iio 
Leu Ala val Gin Asn Lys Ser Tyr l?I p?? ?ff ?|f 
■^y^y 1025 1030 

ift ?^|^ lij ?s j?i try f£ its i?s K g?? ?if 

i?J fif^ ?S? if. I? 5S ?tS ?3 SS 5?l ?S 

1055 1060 

Sli aS« ??f aat tgc aag gtt tta ttt gca aca tgc ttt aat 
val Arg Ala Arg Asn Cys Lys val Leu Phe Ala Thr Jys aIS 

1070 1075 

Pr^ fin o^* cat gat ggg aaa gtg ttt 3298 

1080 " V^^«: ^'^'^ ""^^ ASP iTy L?i ?a? Jhe ^^^^ 

■^"O" 1085 1090 

1^? |« |« - gfg - cca 3343 

1100 1105 

i?g Iff i?s sg is III IS S3 It; SI try s?g 

1115 1120 

ift fg SI ie^f ?j? s? ?i5 f?i t^t III i?? 

•'"'•^-> 1130 1135 

SI ifi i?s ||3 j;^ ifs its S3 ?tt gcc 34.8 

1145 1150 

ig ?s ?fi §f as m m in ?s ss is? 

•^"^ 1160 1165 

fg^ ?Sf s; ?s IS? II Si ??s ffi ss i?? g?g 

-LJ-^^ 1175 1180 

aag gtt ttg tct gat gaa ate aat aag gaa ate aca caa arr =,i-=. acio 
Lys val Leu ser Asp Glu lie Asn Lyi gfS ?Jf ?fl ^f^ 3613 
-^-^^■^ 1190 1195 

caa atg ctg aag gga aaa ctt get caa qat aat ttt anr nrr ^cco 
Gin Met^ Leu Lys G^y Lys Leu^ Xla Gin ?S Itp Ph|^ liJ '^'^ 



1210 



ggc gaa ata egg aaa act gtt etc aat tta act act cct aci- raa 37na 
GTy Glu He Arg Lys Thr fal Leu Asn tlu Thr ?la PrJ Thr Gin ^'^^^ 
•^^J-^ 1220 1225 

23 i?S 23 Si ifg Si SS? 22 g?5 IS? i?5 SS? SS 

•^^^^ 1235 1240 

^?? i?? ??5 g?3 1?5 |ts s?? i?g SI ssi 

J-^^:> 1250 1255 

gca att aaa aag gtt tgg gcg tea aaa tgg aat gaa aga gca tat 3838 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & R1_5EQUENZPROTOKOLL.ST25 

Ala lie Lys Lys val Trp Ala ser Lys Trp Asn gIu Arg Ala Tyr 
1260 1265 1270 

ttt age act cgt aag gtg aag ctt gat cat gac tac ctt tec atg 
Phe ser Thr Arg Lys val Lys Leu Asp His Asp Tyr Leu Ser Met 
1275 1280 1285 

get gta ett gta caa gaa att gtc aat gca gac tat gee ttt gtc 
Ala val Leu Val Gin Glu He val Asn Ala Asp Tyr Ala Phe val 
1290 1295 1300 

att cat act act aac cca tea teg gga gat teg tct gag ata tat 
He His Thr Thr Asn Pro ser ser Gly Asp Ser ser Glu He Tyr 
1305 1310 1315 

get gaa gtg gtg aaa ggg ctt gga gaa aca ctt gta gga gcc tat 
Ala Glu val VaT Lys Gly Leu Gly Glu Thr Leu val Gly Ala Tyr 
1320 1325 1330 

cct ggt cgc gcc atg age ttt gta tgt aag aaa aac gac ctt gac 
pro Gly Arg Ala Met ser Phe val Cys Lys Lys Asn Asp Leu Asp 
1335 1340 1345 

tct ccc aag gta ctg ggt ttc cca age aag cca att ggt gtc ttc 
ser Pro Lys val Leu Gly Phe Pro ser Lys pro lie Gly Val Phe 
1350 1355 1360 

ata aag aga tea ate ate ttt cgt teg gat tec aac ggt gag gat 
lie Lys Arg Ser He He Phe Arg Ser Asp Ser Asn Gly Glu Asp 
1365 1370 1375 

tta gaa ggg tat get gga gca aga ctg tat gat agt gtc cct atg 
Leu Glu Gly Tyr Ala Gly Ala Arg Leu Tyr Asp Ser val Pro Met 



1380 



1385 



1390 



gat gag gaa gat gaa gtc ata gtc gac tac aac aac gga ccc etc 
Asp Glu Glu Asp Glu val lie val Asp Tyr Asn Asn Gly Pro Leu 



1395 



1400 



1405 



att aca gat cag gga ttc caa aaa tee aac etc ceg age att gca 
xle Thr Asp Gin Gly Phe Gin Lys Ser Asn Leu Pro ser lie Ala 



1410 



1415 



1420 



ccg get ggt eat gcc att gag gag ctt tat ggg tec cca cag gat 
Pro Ala Gly His Ala He Glu Glu Leu Tyr Gly Ser Pro Gin Asp 



1425 



1430 



1435 



gtt gag ggt gca gtg aag gaa ggg aag eta tac gta gta cag aca 
val Glu Gly Ala Val Lys Glu Gly Lys Leu Tyr val val Gin Thr 
1440 1445 1450 

aga cca cag atg taa tctatatgta tattttatag ceaagteaat caggcaatgt 
Arg Pro Gin Met 
1455 

tgtagagtaa gatatacggg ccgtgggaca tgtataaeac gttaegccct tttttttatt 
atttgctttc atactcacaa taeactaatt tatagggett attttatcge caaaaaaaaa 
aaaaaaaaga aaaaaaaaaa aaa 



3883 

3928 

3973 

4018 

4063 

4108 

4153 

4198 

4243 

4288 

4333 

4378 

4433 

4493 
4553 
4576 



<210> 13 
<211> 1457 
<212> PRT 
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.°^"5012_Erh6hte Akt. OKI & RX_SEQUEN2PROTOKOLL.ST25 
<213> Oryza sativa 



<400> 13 

Met ser Gly Phe Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Glu Arg Cys Ala Leu 
15 10 15 

Gly Leu Gly val His Ala Arg Pro Ala Ser Pro Ser Pro Ala Leu Leu 
20 25 30 

Pro Pro Ala Ala Leu Arg Arg Gly Arg Arg Leu Pro Ala Ala Thr Thr 
35 40 45 

Thr Leu Ala val Ser Arg Arg Ser Leu Leu Ala Pro Arg Ala He Ala 
50 55 60 

Ala ser Thr Gly Arg Ala ser Pro Gly Leu val Gly Arg Phe Thr Leu 
65 70 75 80 

Asp Ala Asn Ser Glu Leu Lys val Thr Leu Asn Pro Ala Pro Gin Glv 
85 90 95 

ser Val val Glu lie Asn Leu Glu Ala Thr Asn Thr Ser Gly ser Leu 
100 105 110 

lie Leu His Trp Gly Ala Leu Arg Pro Asp Arg Gly Glu Trp Leu Leu 
115 120 125 

Pro Ser Arg Lys Pro Asp Gly Thr Thr Val Tyr Lys Asn Arg Ala Leu 
130 135 140 

Arg Thr pro Phe He Lys ser Gly Asp Asn ser Thr Leu Lys lie Glu 
145 150 155 160 

lie Asp Asp pro Ala Val Gin Ala He Glu Phe Leu lie Phe asd Glu 
165 170 175 

Ala Arg Asn Asn Trp Tyr Lys Asn Asn Gly Gin Asn phe Gin He Gin 
180 185 190 

Leu Gin Ala ser Gin Tyr Gin Gly Gin Gly Thr Ser Thr Ala Thr Ser 
195 200 205 

Ser Thr Val Val Pro Glu Asp Leu Val Gin He Gin Ser Tyr Leu Ara 
210 215 220 

Trp Glu Arg Lys Gly Lys Gin Ser Tyr Thr Pro Glu Gin Glu Lys Glu 
225 230 235 240 

Glu Tyr Glu Ala Ala Arg Thr Glu Leu He Glu Glu Leu Asn Lys Gly 
245 250 255 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & RLSEQUENZPROTOKOLL.ST25 

val ser Leu Glu Lys Leu Arg Ala lvs Leu Thr Lys Thr Pro Glu Ala 
260 265 i-i^ 

Thr ASP ser Asn Ala Pro Ala Ser Glu ser Thr Val Thr Thr Lys val 
275 280 285 

pro Glu Glu Leu Val Gin val Gin Ala Tyr He Ara Trp Glu Lys Ala 
290 295 JOO 

Gly Lys pro Asn Tyr Ala pro Glu Lys Gin Leu val Glu Phe Glu Glu 
305 310 315 

Ala Arg Lys Glu Leu Gin ser Glu Leu Asp Lys Gly Thr Ser Val Glu 

325 330 

Gin Leu Arg Asn Lys He Leu Lys Gly Asn He Glu Thr Lys val Ser 
340 345 

Lys Gin Leu Lys Asp Lys Lys Tyr Phe ser val Glu Arg He Gin Arg 
355 360 3bi 

Lys Lys Arg Asp He val Gin Leu Leu Lys Lys His Lys Pro Thr val 
370 375 380 

Met Glu Ala Gin Val Glu Thr Pro Lys Gin Pro Thr Val Leu Asp Leu 

Phe Thr Lys ser Leu Gin Glu Gin Asp Asn cys Glu Val Leu ser Arg 
405 410 4X!> 

Lys Leu Phe Lys Phe Gly Asp Lys Glu He Leu Gly He Thr Thr Val 
' 420 425 

Ala Leu Gly Lys Thr Lys val His Leu Ala Thr Asn Tyr Met Glu Pro 
435 440 44i 

Leu He Leu His Trp Ala Leu ser Lys Glu Asn Gly Glu Trp Gin Ala 
450 455 460 

pro Pro ser ser He Leu Pro ser Gly ser ser Leu Leu Asp Lys Ala 
465 470 475 480 

cys Glu Thr ser Phe Ser Glu Tyr Glu Leu Asn Gly Leu His Cys Gin 
' 485 490 495 

val val Glu He Glu Leu Asp Asp Gly Gly Tyr Lys Arg Met Pro Phe 
500 505 510 

val Leu Arg Ser Gly Glu Thr Trp Met Lys Asn Asn Gly Ser Asp Phe 
515 520 525 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & Rl^SEQUENZPROTOKOLL . 

Tyr Leu Asp Phe ser Thr Lys val Ala Lys Asn Thr Lys Asp Thr Gly 

535 5^Q ' 

ASP Ala Gly Lys Gly Thr Ala Glu Ala Leu Leu Glu Arg He Ala Asp 

550 555 5g5 

Leu Glu Glu Asp Ala Gin Arg Ser Leu Met His Arg Phe Asn He Ala 

570 575 

Ala ASP Leu val Asp Gin Ala Arg Asp Asn Gly Leu Leu Gly He He 

585 590 

Gly He Phe val Trp He Gly Phe Met Ala Thr Arg Gin Leu He Trp 

600 605 

Asn Lys Asn Tyr Asn val l^s Pro Arg Glu He Ser Lys Ala Gin Asp 

Arg Phe Thr Asp Asp Leu Glu Asn Met Tyr Arg Thr Tyr Pro Gin Tyr 

"•^'J 635 640 

Gin Glu He Leu Arg Met He Met ser Ala Val Gly Arg Gly Gly Glu 

650 655 

Gly ASP val Gly Gin Arg He Arg Asp Glu He Leu val He Gin Arg 
oou 665 670 

Asn Asn ASP cys Lys Gly Gly Met Met Glu Glu Trp His Gin Lys Leu 

680 685 

His Asn Asn Thr Ser Pro Asp Asp val Val He cys Gin Ala Leu Leu 

695 700 

As^ Tyr He Lys Ser Asp Phe Asp Thr Gly val Tyr Trp Asp Thr Leu 

715 720 

Lys Lys Gly Gly He Thr Lys Glu Arg Leu Leu Ser Tyr Asp Arg Pro 

730 735 

He His ser Glu Pro Asn Phe Arg ser Glu Gin Lys Asp ser Leu Leu 

745 750 

Arg ASP Leu Gly Asn Tyr Met Arg ser Leu Lys Ala val His ser Gly 

760 765 

Ala ASP Leu Glu ser Ala He Ala Thr cys Met Gly Tyr Lys Ser Glu 

/75 780 

Gly Glu Gly Phe Met val Gly val Gin He Asn Pro val Lys Gly Leu 

795 800 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & RO^SEQUENZPROTCKOLL . ST25 

pro ser Gly Phe Pro Lys Leu Leu Glu Phe He Leu Asp His VaJ Glu 
805 810 815 

ASP Lys ser Ala Arg Pro Leu Leu Gly Gly Leu Leu Glu Ala Arg Ala 
^ 820 825 830 

Glu Leu His pro Leu Leu Leu Gly ser Pro Glu Arg Met Lys Asp Leu 
835 840 o45 

He Phe Leu Asp He Ala Leu Asp ser Thr Phe Arg Thr Ala Val Glu 
850 855 SbO 

Arg ser Tyr Glu Glu Leu Asn Asn val Glu Pro Glu Lys He Met Tyr 
865 870 875 880 

Phe lie ser Leu val Leu Glu Asn Leu Ala Leu Ser Thr Asp Asp Asn 
885 890 oi*3 

Glu ASP lie Leu Tyr Cys Leu Lys Gly Trp Asn Gin Ala val Glu Met 
900 905 910 

Ala Lys Gin Lys Asn Asn Gin Trp Ala Leu Tyr Ala Lys Ala Phe Leu 
915 920 925 

ASP Arg Thr Arg Leu Ala Leu Ala Ser Lys Gly Glu Gin Tyr Tyr Asn 
930 935 940 

Leu Met Gin Pro Ser Ala Glu Tyr Leu Gly ser Leu Leu Asn He Asp 
945 950 955 you 

Gin Trp Ala Val Asn He Phe Thr Glu Glu He He Arg Gly Gly ser 
965 970 975 

Ala Ala Thr Leu ser Ala Leu Leu Asn Arg He Asp Pro Val Leu Arg 
980 985 

Asn val Ala Gin Leu Gly ser Trp Gin val He ser Pro val Glu val 
995 1000 1005 

ser Gly Tyr lie val val val Asp Glu Leu Leu Ala val Gin Asn 
1010 1015 1020 

Lys ser Tyr Asp Lys Pro Thr lie Leu Val Ala Lys ser val Lys 
1025 1030 1035 

Glv Glu Glu Glu He Pro Asp Gly val val Gly val lie Thr Pro 
' 1040 1045 1050 

ASP Met Pro Asp val Leu Ser His val ser val Arg Ala Arg Asn 
1055 1060 1065 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & RX_SEQUENZPR0T0K0LL.ST25 

i^fn TlJCr '''^e ASP Pro Asn Thr Leu Ser 

■i-U'W 1075 1080 

VnHR "■'"^ '^^P ?IX« "^y^ Phe Ser Phe Lys Pro Thr 

1090 1095 

i?nn '^^P ■^y'' ^rSc ^""^ ^""^ Pf"** <5^" ser Glu Leu Gin 

■L-LUU 1105 1110 

ser Gly Ser Leu Asn Ala Glu Ala Gly Gin Ala val Pro ser val 
1115 1120 1125 

ser Leu val Lys Lys Lys phe Leu Gly Lys Tyr Ala He ser Ala 
1130 1135 1]^4Q 

Glu Glu Phe ser Glu Glu Met val Gly Ala Lys ser Arg Asn Val 
-L-L45 1150 1155 

TYfin "-y^ "-y^ ^'^^ ser Jrp val Gly val Pro Thr 

•i-J-oO 1165 1170 

ser val Ala He pro Phe Gly Thr Phe Glu Lys Val Leu Ser Asp 
11/3 1180 1185 

Vitn "-y^ ^}^. '^^'^ He Gin Met Leu Lys Gly 

-■•lyo 1195 1200 

Leu Ala Gin Asp Asp Phe ser Ala Leu Gly Glu He Arg Lys 
■Lzu-y 1210 1215 

"^^^ Yflft ^1?. ■T'T" Gin Leu He Lys Glu Leu 

-Li!20 1225 1230 

•-ys Glu Lys Met Leu Gly Ser Gly Met Pro Trp Pro Gly Asp Glu 
J-^3-> 1240 1245 

^'^y Asp Gin Arg Trp Glu Gin Ala Trp Met Ala He Lys Lys val 
^^^^ 1255 1260 

Trp Al|^ ser Lys Trp Asn Glu^ Arg Ala Tyr Phe ser^ Thr Arg Lys 

k^ln """^ Asp Tyr Leu Ser Met Ala Val Leu Val Gin 

1285 1290 

iIqk ^""^ Asp Tyr Ala Phe val He His Thr Thr Asn 

■Lii»3 1300 1305 

P""® ser ser Gly Asp Ser Ser Glu He Tyr Ala Glu val val Lys 
i:JXU 1315 1320 ^ 
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Gly Leu Gly Glu Thr Leu val Gly Ala Tyr Pro Gly Arg Ala Met 
1325 1330 1335 

Ser Phe val cys Lys Lys Asn Asp Leu Asp Ser Pro Lys val Leu 
1340 1345 1350 

Gly Phe pro Ser Lys Pro He Gly Val Phe He Lys Arg Ser He 
1355 1360 1365 

He Phe Arg ser Asp ser Asn Gly Glu Asp Leu Glu Gly Tyr Ala 
1370 1375 1380 

Gly Ala Arg Leu Tyr Asp ser Val Pro Met Asp Glu Glu Asp Glu 
1385 1390 1395 

val lie val Asp Tyr Asn Asn Gly Pro Leu He Thr Asp Gin Gly 
1400 1405 1410 

Phe Gin Lys Ser Asn Leu pro Ser He Ala Pro Ala Gly His Ala 
1415 1420 1425 

He Glu Glu Leu Tyr Gly ser Pro Gin Asp Val Glu Gly Ala val 
1430 1435 1440 

Lvs Glu Gly Lys Leu Tyr val val Gin Thr Arg Pro Gin Met 
1445 1450 1455 

<210> 14 

<211> 4745 

<212> DNA 

<213> Glycine max 



<220> 
<221> CDS 

<222> C103) . . C4482) 
<223> 

<300> 

<308> NCBI / AR400815 
<309> 2003-12-18 



<400> 14 

gcaccagcct ctccccattt tcacgtgatt cccaatctca cactcttctc acaccttcaa 
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ccgattcaac gcaacaaagt gataaagtgt ggatccggga ag atg age cag agt 114 

Met Sen Gin ser 
1 

ate ttc cac eag aeg gtg ctt tgt eaa acg caa aeg gtt gcg gag cat 162 
lie Phe His Gin Thr VaT Leu Cys Gin Thr Gin Thr Val Ala GlQ His 
5 10 15 20 

caa agt aag gtt agt tec ttg gag gtg agt gcg aac aaa gga aag aag 210 
Gin ser Lys val ser ser Leu Glu val Ser Ala Asn Lys Gly Lys Lys 
25 30 35 

aac etc ttt ttg get cet aea aat ttt ege ggg age agg ctg tgt gtg 258 
Asn Leu Phe Leu Ala Pro Thr Asn Phe Arg Gly ser Arg Leu cys vaT 
40 45 50 

agg aaa egc aaa tta ace atg gga agg cac cac eae cge cac gtt gae 306 
Arg Lys Arg Lys Leu Thr Met Gly Arg His His His Arg His Val Asp 
55 60 65 

get gtt cca cge get gtt tta acc acc aat ctg get tct gag ctt tet 354 
Ala val Pro Arg Ala val Leu Thr Thr Asn Leu Ala ser Glu Leu ser 
70 75 80 

ggg aag ttc aac ctt gac gga aat att gag ttg eag att get gtt agt 402 
Gly Lys Phe Asn Leu Asp GTy Asn He Glu Leu Gin He Ala Val sir 
85 90 95 100 

tct tea gaa cca gga get gca aga caa gta gat ttt aag gtt tea tat 450 
ser ser Glu Pro Gly Ala Ala Arg Gin val Asp Phe Lys val ser Tyr 
105 110 H5 

aat agt gag tct ctg ctt tta cat tgg gga gtt gtg cgt gat cag cca 498 
Asn ser Glu Ser Leu Leu Leu His Trp Gly Val VaT AFg Asp Gin Pro 
120 125 13b 

ggg aag tgg gtt ctt cet tct cgt cac cca gat gga act aaa aat tat 546 
Gly Lys Trp val Leu Pro Ser Arg His Pro Asp Gly Thr Lys Asn Tyr 
135 140 145 

aag age aga get ctt aga act cet ttt gtg aaa tec gac tea gga tct 594 
150 ^""^ ^""^ 155 ""^^ llo 

ou*^ 5?^ 9^* 9?* g«:a caa gee att gag ttc 642 

Phe Leu Lys He Glu He Asp Asp Pro Ala Ala Gin Ala He Glu Phe 
165 170 175 180 

i?9 get aag aat aag tgg ttt aag aat aat ggt gag 690 
Leu He Leu Asp Glu Ala Lys Asn Lys Trp Phe Lys Asn Asn GTy Glu 
185 190 195 

luil S^^ tta cca gta aaa age aag eta tct caa gaa gtt 738 

Asn Phe His He Lys Leu Pro val Lys ser Lys Leu ser Gin Glu val 
200 205 210 

^^t ^ac ctt gta eag att caa gca tat ctt agg tgg gaa 786 

ser val Pro Glu Asp Leu val Gin He Gin Ala Tyr Leu Arg Trp Glu 
215 220 225 

cga aag ggt aag cag atg tac act cca gag caa gag aag gag gaa tat 834 
2^0 ""^^ 2^5 '^^^ lis ^""^ 

*^99 aat gaa eta ttg gag gaa gta gee agg ggt act tet 882 

Glu Ala Ala Arg Asn Glu Leu Leu Glu Glu val Ala Arg GTy Thr ser 
<J45 250 255 260 
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930 



gtg cga gat etc cat gca agg tta act aag aaa act aaa get gcc gaa 
val Arg Asp Leu His Ala Arg Leu Thr Lys Lys Thr Lys Ala Ala Glu 
265 270 275 

qta aag gag cct tct gtt tct gaa aca aag acc ate cct gat gaa ctt 
val Lys Glu Pro Ser Val Ser Glu Thr Lys Thr He Pro A|g Glu Leu 

ata cag att caa get ttt ata cga tgg gaa aaa get ggg aag cct aac 
val Gin He Gin Ala Phe He Arg Trp Glu Lys Ala Gly Lys Pro Asn 
295 300 305 

tac tct egg gaa caa caa ctt atg gaa ttt gag gaa gca aga aaa gaa 
Tvr ser Arg Glu Gin Gin Leu Met Glu Phe Glu Glu Ala Arg Lys Glu 
310 315 320 

ttq tta gaa gag ctt gag aag ggg get tct ctg gat gcg ata egg aag 
leu Leu Glu Glu Leu GlQ Lys Gly Ala ser Leu Asp Ala He Arg Lys 
325 330 335 340 

aag att gtc aaa gga gag ata caa act aaa gtt gcc aag caa ttg aaa 
Lys He Val Lys Gly Glu He Gin Thr Lys val Ala Lys Gin Leu Lys 

■iAK 350 355 



325 330 ' ' 335 340 

att gtc aaa 

Tlo \/a1 I \/C 

345 350 

acc aaa aaa tac ttt cgt get gaa aga ata cag agg aaa aag aga gat 
Thr Lys Lys Tyr Phe Arg Ala Glu Arg He Gin Arg Lys Lys Arg Asp 



978 
1026 
1074 
1122 
1170 
1218 
1266 



360 365 370 

ttg atg cag ctt ate aac cga aat gtt gca caa aat ata gtt gaa caa 
Leu Met Gin Leu He Asn Arg Asn val Ala Gin Asn He Val Glu Gin 
375 380 385 

gtt ata gat get cca aaa gcc ttg aca gta att gaa eat tat gcc aat 1314 
val He ASP Ala Pro Lys Ala Leu Thr Val He Glu His Tyr Ala Asn 
390 395 400 

gca agg gaa gaa tat gaa agt ggt cct gtt ttg aat aag aca ata tac 
Ala Arg Glu Glu Tyr Glu ser Gly Pro val Leu Asn Lys Thr He Tyr 
405 410 415 420 

aag ctt ggt gat aat tat ctt ctg gtc ctt gtt acc aag gat get ggc 
Lys Leu Gly Asp Asn Tyr Leu Leu val Leu val Thr Lys Asp Ala Gly 
425 430 435 

aaq att aag gtt cac eta get aca gac teg aaa aaa cct ttt aca ctt 
Lys He Lys Val His Leu Ala Thr Asp Ser Lys Lys Pro Phe Thr Leu 
' 440 445 450 

cac tgg gee tta tct aga aca tct gaa gag tgg ttg gta cca cct gaa 
His Trp Ala Leu Ser Arg Thr Ser Glu Glu Trp Leu Val Pro Pro Glu 
455 460 465 

act get ctg cec cct gga tct gtt act atg aat gag gee get gaa aca 
Thr Ala Leu pro Pro Gly ser val Thr Met Asn Glu Ala Ala Glu Thr 
470 475 480 

cct tte aaa get ggt tct teg tct cat cct tct tat gag gtc cag tec 
pro Phe Lys Ala Gly ser Ser Ser His Pro Ser Tyr Glu val Gin ser 
485 490 495 500 

ttq gat ata gag gtt gat gat gat act ttt aaa gga ata cct ttt gtc 
Leu Hp He Glu val Asp Asp Asp Thr Phe Lys Gly He Pro Phe val 
505 510 515 

att ctg teg gat gga gaa tgg ata aag aac aat gga tea aat ttt tat 1698 
He Leu ser Asp Gly Glu Trp He Lys Asn Asn Gly Ser Asn Phe Tyr 
520 525 530 
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1362 

1410 

1458 

1506 

1554 

1602 

1650 



BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & Rl_SEQUENZPROTOKOLL.ST25 

att gaa ttt ggt ggg aag aag cag aaa cag aag gat ttt ggc aat aac 1746 
He Glu Phe GTy cTy Lys Lys Gin Lys Gin Lyl Asp Phe GTy Asn gTv 
535 540 545 

aaa ggt aca gcc aag ttc ttg ttg aat aaa ata gca gaa atg gaa aat 1794 
Lys Gjy Thr Ala Lys Phe Leu Leu Asn Lys He Ala Glu Met Glu sir 
550 555 550 

gag gca caa aag tec ttc atg cat cga ttt aac att gca tea gat tta 1842 
Glu Ala Gin Lys ser Phe Met His Arg Phe Asn He Ala ser Asp LeD 
5o5 570 575 580 

ata gat gaa gcc aaa aat get ggt caa ctg ggt ctt gcg gga att tta 18«50 
He ASP Glu Ala Lys Asn Ala GTy Gin LeS cTy Leu Ala gTv lie llu 
585 590 595 



gtg tgg atg aga ttc atg get aca agg cag etc ata tgg aac aaa aat 1938 
VaT Trp Met Arg phe Met Ala Thr Arg Gin Leu He Trp Asn Lys Asn 
600 605 610 

tac aat gta aag eca cgt gag ata agt aaa gca cag gat aaa ctt aca iQRfi 
Tyr Asn vaT Lys Pro Arg Glu lie Ser Lys Ala Gin Asp Arg Leu Thr 

2S gg J?^ ifp I? ifi s; ft I?? m ifs '''' 
g? m s^? ir. ii'u n^r ?s^ ?i? in a?? m its m '''' 

650 655 660 

gqa cag agg att egg gat gaa ate ctt gtt ate cag aga aat aat aat 21^0 
GTy Gin Arg He Arg Asp Glu He Leu Val He Gin Arg Sn Itn aId 
665 670 675 

tgc aaa ggt gqa atg atg gag gaa tgg cac cag aaa tta cac aat aat ?^7R 
cys Lys GTy gTv Met Met Glu Glu Trp His Gin Lys Leu His aIS aIh ^ 
08O 685 690 

act agt cct gat gat gtt gta ate tgt cag gca eta att aat tat ai-a 
Thr ser Pro Asp Asp Val val He cys Gin Ala LeS xll Tyr ?lj ^ 
o95 700 705 

aat agt gac ttt gat att ggt gtt tac tgg aaa gca ttq aat aac aat ?7 7d 
Asn ser Asp Phe Asp He GTy Oal Tyr T?? Lys hi Ce3 a" ?lp ^^^^ 
f-'-yj 715 720 

aH^ tE^ 9?9 ^^9 age tat gac cgt gcc ate cat tet 2322 

Arg He Thr Lys Glu Arg Leu Leu Ser Tyr Asp Arg Ala He His ser 
725 730 735 740 

9^fi f** HJ^ aga gat cag aag gaa ggt ctt ctg cga qat eta 2370 
Glu pro Asn Phe Arg Arg Asp Gin Lys Glu GTy Leu Leu Arg Asp Leu 
745 750 755 

gga aac tac atg agg act tta aag gca gtt cat tec ggt gca gat ctt 2418 
GTy Asn Tyr Met Arg Thr Leu Lys Ala val His Ser cTy Ala Asp Le5 
'DO 765 770 

III 99^ aaa tct gag ggt cag gqc 2466 

Glu ser Ala He ser Asn cys Met GTy Tyr Lys ser Glu cTy Gin gt5 
775 780 785 

9ta gag gtg aag ata aat eca gtg ccg ggt ttq cct act aat ?'iTa. 
Phe Met val GTy vaT Lys He Asn Pro vaT Pro cTy Le3 Pro Thr G?y 

795 800 
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ttt cca 
phe Pro 
805 

gtt gaa 
Val Glu 



cca tea 
pro Ser 



gat gtt 
Asp Val 



gag gaa 
Glu Glu 
870 

ttg gtt 
Leu Val 
885 

ate tac 
lie Tyr 



aaa gat 
Lys Asp 



cgt ett 
Arg Leu 
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gaa tta ett gag ttt gtc atg gaa cac gtt gaa gag aag aat 
Glu Leu Leu Glu Phe Val Met Glu His Val Glu Glu Lys Asn 
810 815 820 

cca ett ett gag ggg ttg ett gag get cgt cag gaa etc caa 
pro Leu Leu Glu Gly Leu Leu Glu Ala Arg Gin Glu Leu Gin 
825 830 835 

etc agt aaa tec caa agt cgt ctg aaa gat ett ata ttt ttg 
Leu ser Lys Ser Gin Ser Arg Leu Lys Asp Leu lie Phe Leu 
840 845 850 

gee ett gat tet aca gtt aga aca gca gtg gaa agg agt tat 
Ala Leu ASP ser Thr val Arg Thr Ala val Glu Arg Ser Tyr 
855 860 865 

tta aac aat get gga ect gag aaa ata atg tac tte att age 
Leu Asn Asn Ala Gly Pro Glu Lys He Met Tyr Phe He ser 

880 



875 



cca teg 
pro Ser 
950 



ett gaa aat etc gea ett tea teg gat gae aat gaa gat ett 
Leu Glu Asn Leu Ala Leu ser ser Asp Asp Asn Glu Asp Leu 
890 895 900 

tat ttg aag gga tgg gat gtt gcc tta age atg tge aag att 
cys Leu Lys Gly Trp Asp Val Ala Leu Ser Met cys Lys He 
905 910 915 

act cat tgg gca ttg tac gca aaa tea gtc ett gae aga acc 
Thr His Trp Ala Leu Tyr Ala Lys Ser Val Leu Asp Arg Thr 
920 925 930 

gea eta aca aac aag get eat tta tac cag gaa att ctg caa 
Ala Leu Thr Asn Lys Ala His Leu Tyr Gin Glu rle Leu Gin 
935 940 945 

gca gaa tat ett gga tea ctg ett ggc gtg gae aaa tgg gcc 
Ala Glu Tyr Leu Gly Ser Leu Leu Gly val Asp Lys Trp Ala 

ncc 950 



955 



qtg gaa ata ttt act gaa gaa att ate cgt get gga tet get get tct 
iT Glu He Phe Thr Glu Glu He He Arg Ala Gly ser Ala Ala Ser 

975 *ixii 



va 
965 

ttg tct 
Leu ser 



cat ett 
His Leu 



tat gtt 
Tyr Val 



tat gag 
Tyr Glu 



970 



gaa gaa 
Glu Glu 



act ett eta aat cga ctg gat ect gtg etc ega aag aca get 
Thr Leu Leu Asn Arg Leu Asp Pro Val Leu Arg Lys Thr Ala 
985 990 995 

gga age tgg cag gtt att agt cca gtt gaa act gtt gga 
Gly ser Trp Gin val He ser pro val Glu Thr val Gly 
^ 1000 1005 1010 

gag gtt gta gat gag ttg ett act gtt caa aac aaa tea 
Glu val val Asp Glu Leu Leu Thr Val Gin Asn Lys ser 
1015 1020 1025 

cga ect aca att ttg ata gcc aat agt gtg aaa gga gag 
Arg pro Thr He Leu He Ala Asn Ser vaT Lys Gly Glu 
^ 1030 1035 1040 

att cca gat ggt aca gtt get gtc ctg aca ect gat atg 
He Pro Asp Gly Thr Val Ala^ Val Leu Thr Pro As^^ Met 



1045 



1050 



ect gat 
Pro Asp 



qtc eta tec cat gtt tct gta cga gca aga aat age aag 
Val Leu ser His val ser val Arg Ala Arg Asn Ser Lys 
1060 1065 1070 
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2562 
2610 
2658 
2706 
2754 
2802 
2850 
2898 
2946 
2994 
3042 
3090 
3135 
3180 
3225 
3270 
3315 
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gtq tgt ttt 
VaT cys Phe 



caa gaa tat 
Gin Glu Tyr 



get aca tgc 
Ala Thr Cys 
1075 

aaa gga aag 
Lys Gly Lys 



ttt gat 
Phe Asp 



gat gta gtt 
Asp val val 



aaa tea act 
Lys Ser Thr 



ctg gcc aga 
Leu Ala Arg 



gaa ttc act 
Glu Phe Thr 



1090 

tat agt gag 
Tyr Ser Glu 
1105 

caa ctg aaa 
Gin Leu Lys 
1120 

aag aag ttt 
Lys Lys Phe 
1135 



ggt 

Gly 
1150 



gaa atg 
Glu Met 



ctt tta 
Leu Leu 



gtq aag 
val Lys 



gat gtt 
Asp val 



agt ggt 
Ser Gly 



gtt gga 
val Gly 



tat tta aaa 
Tyr Leu Lys 



ggg aaa gta 
Gly Lys val 
1165 



gtt gcc ata 
val Ala lie 



cca aac cag 
Pro Asn Gin 



tta act gag 
Leu Thr Glu 



gtt eta cag 
Val Leu Gin 



cca 
Pro 
1180 

gca 
Ala 
1195 

gga 
Gly 
1210 

ttg 
Leu 
1225 



ttt gga 
Phe Gly 



gtg get 
val Ala 



gac ttc 
Asp Phe 



aat gca 
Asn Ala 



get tct 
Ala Ser 



gtt ttt 
val Phe 



gag agg 
Glu Arg 



agt gtt 
ser val 



ccc aat 
Pro Asn 
1080 

cgc tta 
Arg Leu 
1095 

gag ggt 
Glu Gly 
1110 

ggt tct 
Gly ser 
1125 

aga tat 
Arg Tyr 
1140 

get aaa 
Ala Lys 
1155 

tgg att 
Trp lie 
1170 

gaa eat 
Glu His 
1185 

gtc aat 
val Asn 

1200 



ate ctg 
lie Leu 



aag cct 
Lys Pro 



gag ttt 
Glu Phe 



gtg tea 
Val ser 



get gtc 
Ala val 



tct cgt 
Ser Arg 



gga att 
Gly lie 



gtt ctt 
Val Leu 



aat ttg 
Asn Leu 



get aac etc 
Ala Asn Leu 
1085 

aca tct get 
Thr ser Ala 
1100 

att gat gac 
lie Asp Asp 
1115 

ccc ata tct 
Pro He Ser 
1130 

tea tct gaa 
ser Ser Glu 
1145 

aat ate tct 
Asn He ser 
1160 

cct ace tea 
Pro Thr Ser 
1175 

tct gat aaa 
Ser Asp Lys 
1190 

aaa aag aag 
Lys Lys Lys 
1205 



etc aag 
Leu Lys 

1215 



cca tec 
Pro ser 



act aaa atg 
Thr Lys Met 



gaa caa cga 
Glu Gin Arg 



ggc tea aag 
Gly Ser Lys 



aag 
Lys 
1240 

tgg 
Trp 

1255 

tgg 
Trp 
1270 



agt tct 
ser ser 



gga atg 
Gly Met 



gaa caa 
Glu Gin 



aat gaa 
Asn Glu 



aaa etc gac 
Lys Leu Asp 



gtg ata aat 
Val He Asn 



gcc tct gga 
Ala Ser Gly 



cae gaa tat 
His Glu Tyr 
1285 

get gac tat 
Ala Asp Tyr 
1300 

gat tea teg 
Asp Ser Ser 
1315 



get tgg 
Ala Trp 



aga gca 
Arg Ala 



ctt tec 
Leu Ser 



get ttt 
Ala Phe 



gaa ata 
Glu He 



cag ttg 
Gin Leu 

1230 

ccg tgg 
Pro Trp 
1245 

ata get 
He Ala 
1260 

tac ttc 
Tyr Phe 
1275 

atg gca 
Met Ala 
1290 

gtc ate 
Val He 
1305 

tat get 
Tyr Ala 
1320 
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gag att 
Glu He 



gta gag 
val Glu 



ccg ggt 
Pro cTy 



ata aaa 
He Lys 



cgt gaa aca 
Arg Glu Thr 
1220 

gag ttg aaa 
Glu Leu Lys 
1235 

gat gaa ggt 
Asp Glu Gly 
1250 

aag gtg tgg 
Lys val Trp 
1265 



age aca 
ser Thr 



gtc ctg 
Val Leu 



cae aca 
His Thr 



aga aaa 
Arg Lys Va 
1280 



gt^ 



gtt cag gaa 
Val Gin Glu 
1295 

act aac cct 
Thr Asn Pro 
1310 



gag gtg 
Glu val 

72 



gta aag 
Val 

1325 



gga 
Lys Gly 



3360 

3405 

3450 

3495 

3540 

3585 

3630 

3675 

3720 

3765 

3810 

3855 

3900 

3945 

3990 

4035 

4080 



ctt 
Leu 
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gga gaa aca ctg gtt gga get tat cct ggt cgt get ttg agt 
Gly Glu Thr Leu val Gly Ala Tyr Pro Gly Arg Ala Leu ser 
1330 1335 1340 



4125 



att 4395 
e 

4440 
4482 



ttt ate tgc aag aaa cgt gat ttg aac tct cct cag gtc ttg ggt 4170 
Phe He cys Lys Lys Arg Asp Leu Asn Ser Pro Gin val Leu Gly 
1345 1350 1355 

tat cct age aaa cct gtc gge eta ttt ata aga cag tea att att 4215 
Tyr Pro Ser Lys Pro Val GTy Leu Phe He Arg Gin ser lie He 
' 1360 1365 13/0 

ttc ega tct gat tec aat ggt gaa gat eta gaa ggt tat get ggt 4260 
Phe Arg Ser Asp Ser Asn Gly Glu Asp Leu Glu Gly Tyr Ala Gly 
1375 1380 1385 

gca ggt ctt tat gac agt gtg cca atg gat gaa gcc gag aag gtg 4305 
Ala Gly Leu Tyr Asp ser val Pro Met Asp Glu Ala Glu Lys val 
1390 1395 1400 

ata ctt gat tat tea tea gac aaa ctg ate ctt gat ggt agt ttt 4350 
val Leu Asp Tyr Ser Ser Asp Lys Leu He Leu Asp Gly ser Phe 
1405 1410 1415 

cgc cag tea ate ttg tec age att gcc cgt gca gga aat gaa at 
Arg Gin ser lie Leu ser Ser He Ala Arg Ala Gly Asn Glu H 
^ 1420 1425 1430 

gaa gag ttg tat ggc act cct cag gac att gaa ggt gtc ate aag 
Glu Glu Leu Tyr Gly Thr Pro Gin Asp He Glu Gly val He Lys 
1435 1440 1445 

gat ggc aaa gtc tat gtt gtc cag ace aga cca caa atg taa 
Asp Gly Lys val^ Tyr val Val Gin Thr^ Arg Pro Gin Met 

aettgcatac ccatgtcttc taagccacct accteaacta tgttcatcce egagcaacac 4542 

gtegtttcaa acgtggccgt ggeagcttct gtgagttcaa gagtaacccc cggattacca 4602 

aacatggcct tatagattta ttaeatgata tattgaaaat taaggaataa gtgtataaaa 4662 

aeggaatatt gtaaattaag aaaaatttag acggtcttat atattctttt tcectactat 4722 

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaa 4745 

<210> 15 

<211> 1459 

<212> PRT 

<213> Glycine max 

<400> 15 

Met ser Gin ser He Phe His Gin Thr val Leu cys Gin Thr Gin Thr 
15 10 15 

val Ala Glu His Gin Ser Lys Val Ser Ser Leu Glu val ser Ala Asn 
20 25 30 
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Lys Gly Lvs Lys Asn Leu Phe Leu Ala Pro Thr Asn phe Arg Gly ser 
35 40 45 

Arg Leu Cys val Arg Lys Arg Lys Leu Thr Met Gly Arg His His His 
50 55 60 

Arg His val Asp Ala Val Pro Arg Ala Val Leu Thr Thr Asn Leu Ala 
^5 70 75 80 

ser Glu Leu Ser Gly Lys Phe Asn Leu Asp Gly Asn He Glu Leu Gin 
85 90 95 

lie Ala val ser ser Ser Glu Pro Gly Ala Ala Arg Gin Val Asp phe 
100 105 110 

Lys val ser Tyr Asn Ser Glu Ser Leu Leu Leu His Trp Gly val val 
lis 120 125 

Arg Asp Gin Pro Gly Lys Trp val Leu Pro Ser Arg His Pro Asp Gly 
-•■30 135 140 

Thr Lys Asn Tyr Lys ser Arg Ala Leu Arg Thr Pro Phe val Lys ser 

150 155 260 

Asp ser Gly ser Phe Leu Lys He Glu He Asp Asp Pro Ala Ala Gin 
165 170 175 

Ala lie Glu Phe Leu He Leu Asp Glu Ala Lys Asn Lys Trp Phe Lys 
180 185 190 

Asn Asn Gly Glu Asn Phe His He Lys Leu Pro Val Lys ser Lys Leu 
195 200 205 

ser Gin Glu val ser val Pro Glu Asp Leu Val Gin He Gin Ala TVr 

215 220 

Leu Arg Trp Glu Arg Lys Gly Lys Gin Met Tyr Thr Pro Glu Gin Glu 
^'^^ 230 235 240 

Lys Glu Glu Tyr Glu Ala Ala Arg Asn Glu Leu Leu Glu Glu val Ala 
245 250 255 

Arg Gly Thr ser Val Arg Asp Leu His Ala Arg Leu Thr Lys Lys Thr 
260 265 270 

Lys Ala Ala Glu val Lys Glu Pro ser val ser Glu Thr Lys Thr He 
Asg Glu Leu val Gin He Gin Ala Phe He Arg Trp Glu Lys Ala 
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Gly Lys pro Asn Tyr Ser Arg Glu Gin Gin Leu Met Glu Phe GTu Glu 
305 310 315 320 

Ala Arg Lys Glu Leu Leu Glu Glu Leu Glu Lys Gly Ala ser Leu Asp 
325 330 335 

Ala lie Arg Lys Lys lie val Lys Gly Glu lie Gin Thr Lys val Ala 
340 345 350 

LYS Gin Leu Lys Thr Lys Lys Tyr Phe Arg Ala Glu Arg He Gin Arg 
' 355 360 365 

Lys Lys Arg Asp Leu Met Gin Leu He Asn Arg Asn val Ala Gin Asn 
370 375 380 

He val Glu Gin Val He Asp Ala Pro Lys Ala Leu Thr Val He Glu 
385 390 395 400 

His Tyr Ala Asn Ala Arg Glu Glu Tyr Glu Ser Gly Pro val Leu Asn 
405 410 415 

Lys Thr xle Tyr uys Leu Gly Asp Asn Tyr Leu Leu val Leu val Thr 
420 425 430 

Lys Asp Ala Gly Lys He Lys val His Leu Ala Thr Asp ser Lys Lys 
' 435 440 445 

pro Phe Thr Leu His Trp Ala Leu ser Arg ilir ser Glu Glu Trp Leu 
450 455 460 

val Pro Pro Glu Thr Ala Leu Pro pro Gly ser val Thr Met Asn Glu 
465 470 475 480 

Ala Ala Glu Thr Pro Phe Lys Ala Gly ser Ser Ser His Pro Ser Tyr 
485 490 495 

Glu val Gin Ser Leu Asp He Glu Val Asp Asp Asp Thr Phe Lys Gly 
500 505 510 

He Pro Phe Val He Leu ser Asp Gly Glu Trp He Lys Asn Asn Gly 
515 520 525 

Ser Asn Phe Tyr He Glu Phe Gly Gly Lys Lys Gin Lys Gin Lys Asp 
530 535 540 

Phe Gly Asn Gly Lys Gly Thr Ala Lys Phe Leu Leu Asn Lys He Ala 
545 550 555 560 

Glu Met Glu ser Glu Ala Gin Lys Ser Phe Met His Arg Phe Asn He 
565 570 575 
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Ala ser Asp Leu He Asp Glu Ala Lys Asn Ala Gly Gin Leu Gly Leu 
580 585 590 

Ala Gly lie Leu val Trp Met Arg Phe Met Ala Thr Arg Gin Leu He 
595 600 605 

Trp Asn Lys Asn Tyr Asn val Lys Pro Arg Glu He Ser Lys Ala Gin 
610 615 620 

Asp Arg Leu Thr Asp Leu Leu Gin Asp val Tyr Ala Asn Tyr Pro Gin 
625 630 635 640 

Tyr Arg Glu He Val Arg Met lie Leu Ser Thr val Gly Arg Gly Gly 
645 650 655 

Glu Gly Asp val Gly Gin Arg He Arg Asp Glu He Leu val He Gin 
660 665 670 

Arg Asn Asn Asp cys Lys Gly Gly Met Met Glu Glu Trp His Gin Lys 
675 680 685 

Leu His Asn Asn Thr Ser Pro Asp Asp val val He Cys Gin Ala Leu 
oyu 695 700 

He Asp Tyr He Asn ser Asp Phe Asp He Gly val Tyr Trp Lys Ala 

710 715 720 

Leu Asn Asp Asn Arg He Thr Lys Glu Arg Leu Leu ser Tyr Asp Arq 
725 730 735 



Ala He His ser Glu Pro Asn Phe Arg Arg Asp Gin Lys Glu Gly Leu 
740 745 750 

Leu Arg Asp Leu Gly Asn Tyr Met Arg Thr Leu Lys Ala val His ser 
755 760 765 

Gly Ala Asp Leu Glu Ser Ala lie ser Asn cys Met Gly Tyr Lvs ser 
770 775 780 

Glu Gly Gin Gly Phe Met val Gly val Lys He Asn Pro val Pro Gly 
785 790 795 800 

Leu Pro Thr Gly phe Pro Glu Leu Leu Glu Phe val Met Glu His val 
805 810 815 

Glu Glu Lys Asn val Glu Pro Leu Leu Glu Gly Leu Leu Glu Ala Arq 
820 825 830 

Gin Glu Leu Gin Pro ser Leu ser Lys ser Gin Ser Arg Leu Lys Asp 
835 840 845 
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Leu ne Phe Leu Asp val Ala Leu Asp ser Thr val Arg Thr Ala val 
850 855 860 

Glu Arg ser Tyr Glu Glu Leu Asn Asn Ala Gly Pro Glu Lys He Met 
865 870 875 oou 

Tvr Phe lie Ser Leu val Leu Glu Asn Leu Ala Leu ser ser Asp Asp 
' 885 890 895 

Asn Glu ASP Leu He Tyr cys Leu Lys Gly Trp Asp Val Ala Leu ser 
900 905 910 

Met cys Lys lie Lys Asp Thr His Trp Ala Leu Tyr Ala Lys ser Val 
915 920 925 

Leu Asp Arg Thr Arg Leu Ala Leu Thr Asn Lys Ala His Leu Tyr Gin 
930 935 940 

Glu He Leu Gin Pro Ser Ala Glu Tyr Leu Gly Ser Leu Leu Gly Val 
945 950 955 960 

ASP Lys Trp Ala val Glu He Phe Thr Glu Glu lie He Arg Ala Gly 
965 970 975 

ser Ala Ala Ser Leu Ser Thr Leu Leu Asn Arg Leu Asp Pro val Leu 
980 985 990 

Arg Lys Thr Ala His Leu Gly Ser Trp Gin val He Ser Pro val Glu 
995 1000 1005 

Thr val Gly Tyr Val Glu val val Asp Glu Leu Leu Thr val Gin 
1010 1015 1020 

Asn Lys ser Tyr Glu Arg Pro Thr He Leu He Ala Asn Ser val 
1025 1030 1035 

Lvs Gly Glu Glu Glu He Pro Asp Gly Thr Val Ala val Leu Thr 
1040 1045 1050 

pro ASP Met Pro Asp val Leu ser His val Ser Val Arg Ala Arg 
1055 1060 1065 

Asn ser Lys val Cys Phe Ala Thr Cys Phe Asp Pro Asn lie Leu 
1070 1075 1080 

Ala Asn Leu Gin Glu Tyr Lys Gly Lys Leu Leu Arg Leu Lys Pro 
1085 1090 1095 

Thr ser Ala Asp val val Tyr Ser Glu val Lys Glu Gly Glu Phe 
1100 1105 1110 
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^sp Asp Lys ser Thr Gin Leu Lys Asp val Gly ser val ser 
1115 1120 1125 

Jll/^ ^""Q "-ys Lys Phe Ser Gly Arg Tyr Ala Val 

1130 1135 lllo 



Ser ser Glu Glu Phe Thr Gly Glu Met val Gly Ala Lys ser Ara 
1145 1150 1155 

^^"^ ■'"y*^ Gly Lys val Ala Ser Trp He Gly He 

1160 1165 1170 

^''^ T!?ir^ ser val Ala He Pro Phe Gly val Phe Glu His Val Leu 
1175 1180 1185 

"-y^ ^^'^ va"" Ala Glu Arg Val Asn Asn Leu 

1190 1195 1200 

^y^ ^X^r. "-y^ "^^^ ^T" Asp Phe ser val Leu Lys Glu He 

1205 1210 1215 

^•"^ 51" "^^^ val Leu Gin Leu Asn Ala Pro Ser Gin Leu val Glu 
1220 1225 1230 

"-ys Thr Lys Met Lys Ser Ser Gly Met Pro Trp Pro Glv 
1235 1240 1245 

^^y Arg Trp Glu Gin Ala Trp He Ala He Lys 

1250 1255 1260 

Y?2r '^^P ^^y •-ys ■''fP Asn Glu Arg Ala Tyr Phe Ser Thr 
1265 1270 1275 

^•"^ V^f^ "-y^ Asp His Glu Tyr Leu Ser Met Ala val Leu 
1280 1285 1290 

ilSr Asn Ala Asp Tyr Ala Phe val He His Thr 

1295 1300 1305 

"r"^"" Asn Pro Ala ser Gly Asp Ser ser Glu He Tyr Ala Glu val 
1310 1315 1320 

V^Sr ^^y ^""y ■'"^^ Leu val Gly Ala Tyr pro Gly Arq 
1325 1330 1335 ' ^ 

^y^ Lys Lys Arg Asp Leu Asn ser Pro Gin 
1340 1345 1350 

V^"" L|u^ Gly Tyr Pro Ser Lys^ Pro Val Gly Leu Phe^ He Arg Gin 
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ser lie He Phe Arg ser Asp ser Asn Gly Glu Asp Leu Glu Gly 
1370 1375 1380 

Tvr Ala Gly Ala Gly Leu Tyr Asp ser Val Pro Met Asp Glu Ala 
1385 1390 1395 

Glu Lys val Val Leu Asp Tyr ser ser Asp Lys Leu He Leu Asp 
1400 1405 1410 

Glv ser Phe Arg Gin Ser lie Leu ser Ser lie Ala Arg Ala Gly 
' 1415 1420 1425 

Asn Glu lie Glu Glu Leu Tyr Gly Thr Pro Gin Asp He Glu Gly 
1430 1435 1440 

val He Lys Asp Gly Lys val Tyr val val Gin Thr Arg Pro Gin 
1445 1450 1455 

Met 



<210> 16 

<211> 4846 

<212> DNA 

<213> zea mays 

<220> 

<221> CDS 

<222> C158) . . C4567) 

<223> 

<300> 

<308> NCBI / AR400813 

<309> 2003-12-18 



ccacgcgtcc ggcttcatct tgctgatcgt gtccgtggct tcttgatact ccgtgactgt 60 

ctccgtccga agcgagtgag caagccgacc aacagcggct gagattcgct gcaacgtcgg 120 

tatcaaaagg tgtccgagcg gttgagattc gcgtgcc atg tec g^a ttc agt gcc 175 

1^ er y e ^ 

gcg gcc aac gca gcg gcg get gag egg tgc gcg etc gcg ttc egc gca 223 
Ala Ala Asn Ala Ala Ala Ala Glu Arg cys Ala Leu Ala Phe Arg Ala 
10 15 20 
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egg ccc gcg gcc tec teg cca gcg aag egg eag eag cag eeg eag cca 271 
Arg Pro Ala Ala ser ser Pro Ala Lys AFg Gin Gin Gin Pro Gin Pro 
25 30 35 

gcg tec etc ega cgc age gqg gqe cag cgc cgc ccc acg acq etc tec 31«} 
Ala ser Leu Arg Arg Ser cTy cTy Gin Arg Arg Pro Thr Thr [eu sir 
40 45 50 

gcc tet age cgc gqe eee gte gtq ccg cgc gcc gtc gcc acq tee oeo 367 
Ala ser ser Arg GTy Pro val vaT Pro Arg Ala val Ala Thr Ser Alt 



415 



55 60 "65 

gac cgc gcg tec ccc gac ctt ate gga aag ttc acg ctg qat tec aac 
ASP Arg Ala Ser Pro Asp Leu He GTy Lys Phe Thr LeG Asp ser Isn 
75 80 85 

tec gag etc eag gtc gea gtq aac cca gcg ccg eag ggt ttq oto tea 4fi3 
ser Glu Leu Gin val Ala vaT Asn Pro Ala Pro Gin Gly llu va? sir 
90 95 100 

gag att age ctg gag gtq ace aac aca age ggt tee ctg att ttg cat 511 
Glu He ser Leu Glu VaT Thr Asn Thr ser GTy Ser LeD He Leu His 
105 110 115 

P?w *^*^9 gac aag aga gat tgg ate etc ccg tec aga 559 

Trp gTv Ala Leu Arg Pro Asp Lys Arg Asp Trp He Leu Pro Ser Arg 
l^O 125 130 

III tn ?fi? fs ?j? 5i Its m as in 

1^5 140 145 

S^? 9at aac tec act eta agg att gag ata qat aat 65 S 

Phe val Lys Ser Gjy Asp Asn Ser Thr Leu Arg He GlD III Sip Asp " 
155 160 165 

cct gqg gtq cac gcc att gag ttc etc ate ttt aac aaa aca can aar 7n^ 
Pro GTy VaT His Ala He GlG Phe Leu He Se Sp ?l3 rhr Gin Itn °^ 
-"•^O 175 180 

aaa tgg ttt aaa aac aat ggc cag aat ttt cag gtt cag ttc caq tea 751 
Lys Trp Phe Lys Asn Asn cTy Gin Asn Phe Gin val Gin Phe Gin sir 

lo5 190 195 

age cgc cat eag ggt act ggt gea tct ggt qce tec tet tct arr art 7qq 
ser Arg His Gin cTy Thr 1% Xla Ser gTy Xla llr llr IS 111 Thl 
^00 205 210 

^or ?hr xBJ? 9^? <^?9 caa get tae ctt egg 847 

ser Thr Leu VaT pro Glu Asp Leu Val Gin lie Gin Ala Tyr Leu Arg 

^99 9aa aga agg gga aag cag tea tac aca cca gag caa gaa aag gag 895 
Trp Glu Arg Arg gTv Lys Gin ser Tyr Thr Pro hu Gin Glu Lyl Glu 
235 240 245 

rln fi! get gag tta ata gag gaa gta aac aga ggt 943 

Glu Tyr Glu Ala Ala Arg Ala Glu Leu He Glu Glu Val Asn Arg Gly 
250 255 260 

S^i l^l Tlf. ?n9 aag ctt ega get aaa ttg aca aaa gea cct gaa gea 991 
val ser Leu Glu Lys Leu Arg Ala Lys Leu Thr Lys Ala pro Glu Ala 
265 270 275 

Dr« fi?. e£9 agt aaa tet tct gea tct ega atg ccc ate ggt 1039 

Pro Glu ser Asp Glu Ser Lys Ser Ser Ala Ser Arg Met Pro He GTy 
280 285 290 
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tta aag ggc aat 
Leu Lys Gly Asn 



igc aat ggt gat get ggt aaa ggt act get aag gca ttg ctg 
iTy Asn Gly Asp Ala Gly Lys Gly Thr Ala Lys Ala Leu Leu 
555 560 565 



1135 
1183 
1231 



BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & R1_SEQUENZPR0T0K0LL.ST25 

aaa ctt cca qaq gat ctt gta cag gtg cag get tat ata agg tgg gag 1087 
lyl Su irl GlD ASP Leu Val Gin val Gin Ala Tyr He Arg Trp Glu 
295 300 305 310 

caa gcg ggc aag cca aac tat cct cct gag aag caa ctg gta gaa ttt 
Gin Ala Gly Lys Pro Asn Tyr Pro Pro Glu Lys Gin Leu val Glu Phe 
315 320 

aaa aaa qca agg aag gaa ctg cag get gag gtg gac aag gga ate tct 
GlS Glu Ala Arg Lys Glu Leu Gin Ala Glu VaT Asp Lys Gly He ser 
330 335 340 

att gat cag ttg agg cag aaa att ttg aaa gga aac att gag agt aaa 
ile ASP Gin Leu Arg Gin Lys He Leu Lys Gly Asn lie Glu ser Lys 
345 350 355 

gtt tec aag cag ctg aag aac aag aag tac ttc tct gta gaa agg att 1279 
val ser Lys Gin Leu Lys Asn Lys Lys Tyr Phe ser val Glu Arg He 
360 365 370 

caq egc aaa aag aga gat ate aea caa ett etc agt aaa cat aag cat 1327 
Gin Arg Lys Lys Arg Asp Ile Thr Gin Leu Leu ser Lys His Lys ms 
375 380 385 iyo 

aca ctt gtg gaa gat aaa gta gag gtt gta cea aaa caa cea act gtt 
Thr Leu val Glu Asp Lys val Glu Val val Pro Lys Gin Pro Thr val 
395 400 405 

ctt gat etc ttc acc aag tet tta eat gag aag gat ggc tgt gaa gtt 
Leu ASP Leu Phe Thr Lys ser Leu His Glu Lys Asp Gly cys Glu val 
410 415 420 

eta age aga aag etc ttc aag ttc ggc gat aaa gag ata ctg gca att 1471 
Leu ser Arg Lys Leu Phe Lys Phe Gly Asp Lys Glu lie Leu Ala He 
425 430 435 

tct acc aag gtt caa aat aaa aca gaa gtt cac ttg gca aca aac cat 
ser Thr Lys Val Gin Asn Lys Thr Glu val ms Leu Ala Thr Asn His 
440 445 450 



1375 
1423 



1519 



1567 



1615 



1663 



acc gac cea ctt att ett cac tgg tct ttg gca aaa aat get gga gaa 
Thr Asp pro Leu Ile Leu His Trp Ser Leu Ala Lys Asn Ala Gly Glu 
455 460 465 470 

tgg aag gca cct tct cca aat ata ttg cca tct ggt tec aca ttg ctg 
Trp Lys Ala Pro ser Pro Asn He Leu Pro Ser Gly Ser Thr Leu Leu 
475 480 485 

gac aag gcg tgt gaa act gaa ttt act aaa tet gaa ttg gat ggt ttg 
ASP Lyi Ala cys Glu Thr Glu Phe Thr Lys Ser Glu Leu Asp Gly Leu 
490 495 500 

eat tac cag gtt gtt gag ata gag ctt gat gat gga gga tac aaa gga 1711 
His Tyr Gin val Val Glu He Glu Leu Asp Asp Gly Gly Tyr Lys Gly 
505 510 515 

atg cca ttt gtt ctt egg tct ggt gaa aca tgg aaa aaa aat aat ggt 
Met Pro Phe Val Leu Arg Ser Gly Glu Thr Trp Lys Lys Asn Asn Gly 
520 525 530 

tct gat ttt ttc eta gat ttc age acc eat gat gtc aga aat att aag 
ser Asp Phe Phe Leu Asp Phe ser Thr His Asp val Arg Asn He Lys 
535 540 545 550 



1759 



1807 



1855 
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gag aga ata gca gat ctg gag gaa gat gcc cag cga tct ctt atg cac 1903 
Glu Arg ne Ala Asp Leu Glu Glu Asp Ala Gin Arg ser Leu Met His 
570 575 580 

9ca gca gat eta get gac caa gcc aga gat get gga 1951 
Arg Phe Asn He Ala Ala Asp Leu Ala Asp Gin Ala Arg Asp Ala gTv 
585 590 595 ' 

ctt ttg ggt att gtt ggg ctt ttt gtt tgg att aga ttc atg get ace 1999 
k^M "-eu Phe val rrp He Arg Phe Met Ala Thr 

oOO 605 610 

F!? i^g aat aag aac tat aat gtg aag cca cgt gag ata 2047 
Arg Gin Leu Thr Trp Asn Lys Asn Tyr Asn vaT Lys Pro Arg Glu He 
ol5 620 625 630 

age aaa gca cag gat agg ttt aca gat gat ctt gag aat atg tac aaa 2095 
ser Lys Ala Gin Asp Arg Phe Thr Asp Asp Leu Glu Asn Met Tyr Lys 
635 640 645 

get tat cca cag tac aga gag ata tta aga atg ata atg act act att 214^ 
Ala Tyr Pro Gin Tyr Arg Glu He Leu Arg Met He Met Ala Ala Val 
o50 655 660 

ggt cgc gaa ggt gaa ggt gat gtt ggt caa egc att cgt gat gag ata 2191 
GTy Arg GTy GTy Glu cTy Asp val GTy Gin Arg He Arg Asp Glu He 

665 670 675 

tta gta ata cag aga aat aat gac tgc aaa ggt gga atg atg qaa aaa 2239 
Leu val He Gin Arg Asn Asn Asp Cys Lys GTy cTy Met Met Glu GlS 
680 685 690 

tgg cac cag aaa ttg cac aac aat aca age cca gat gat gta gtg ata 2287 
Trp HIS Gin Lys Leu His Asn Asn Thr ser Pro Asp Asp val VaT He 

700 705 710 

JSS T^^ 9at tat ate aag agt gac ttt gat ata age gtt 2335 

cys Gin Ala Leu He Asp Tyr He Lys ser Asp Phe Asp He Ser val 
715 720 725 

tac tgg gac ace ttg aac aaa aat gqc ata acc aaa gag cgt etc tta 2383 
Tyr Trp Asp Thr Leu Asn Lys Asn cTy He Thr Lys Glu A?g Leu Leu 
730 735 745 

age tat gat cgt get att cat tea gaa cca aat ttc aga agt gaa caa 2431 
ser Tyr Asp Arg Ala He His S|r Glu Pro Asn Phe Arg sir Glu Gin 

ff/i 5n? T^^ *^*SI 9?^ aga age eta aag 2479 

vlf. '^'"9 Leu GTy Asn Tyr Met Arg ser Leu Lys 

760 765 770 

ffn ?i? sgt get gat ctt gaa tct get ata gca agt tgt atg 2527 

Ala VaT His Ser GTy Ala Asp Leu Glu Ser Ala He Ala Ser Cys Met 
775 780 785 790 

gga tac aaa tea gag ggt gaa ggt ttc atg gtt ggt gtt cag ate aat 2575 
GTy Tyr Lys ser Glu GTy Glu GTy Phe Met val cTy val Gin He Asn 
795 800 805 

cca gtg aag ggt tta cca tct gga ttt ccg gag ttg ctt gaa ttt ata 2623 
Pro VaT Lys cTy Leu Pro ser GTy Phe Pro Glu Leu Leu Glu Phe Va? 
810 815 820 

?^}. 5?^ 9.^^ 9^1 9^* t'^a gcg gaa cca ctt ctt gag gqq eta 2671 
Leu Glu HIS val Glu Asp Lys ser Ala Glu Pro Leu Leu Glu gTv LeS 
825 830 835 
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ttq gaa get cga gtt gaa ctg cgc cct ttg ctt ctt gat teg cgt gaa 2719 
Leu Glu Ala Arg Val Glu Leu Arg Pro Leu Leu Leu Asp ser Arg Glu 
840 845 850 

cgc atg aaa gat ctt ata ttt ttg gac att get ctt gat tct ace ttc 2767 
Arg Met Lys Xsp Leu He phe Leu Asp He Ala Leu Asp Ser Thr Phe 
855 860 865 870 

agg aca gca att gaa agg tea tat gag gag ctg aat gat gca gee cca 2815 
Arq Thr Ala lie Glu Arg Ser Tyr Glu Glu Leu Asn Asp Ala Ala Pro 
^ 875 880 885 



2863 
2911 



gag aaa ata atg tac ttc ate agt ett gtc ctt gaa aat ctt gcg ctt 
Glu Lys He Met Tyr Phe He ser Leu Val Leu Glu Asn Leu Ala Leu 
890 895 900 

tea att gac gac aat gaa gac ate ctg tat tgt tta aag gga tgg aac 
ser He Asp Asp Asn Glu Asp He Leu Tyr Cys Leu Lys Gly Trp Asn 
90S 910 915 

caa gee ttg gaa atg get aag caa aaa gac gac caa tgg gcg etc tat 2959 
Gin Ala Leu Glu Met Ala Lys Gin Lys Asp Asp Gin Trp Ala Leu Tyr 
920 925 930 

get aaa gca ttt ctt gac aga aac aga ctt gee ett gcg age aag gga 
Ala Lys Ala Phe Leu Asp Arg Asn Arg Leu Ala Leu Ala ser Lys Gly 
935 ' 940 945 950 

gaa caa tac eat aat atg atg cag ecc tct get gag tat ctt ggc teg 
Glu Gin Tyr His Asn Met Met Gin Pro Ser Ala Glu Tyr Leu Gly ser 
955 960 965 

tta etc age ata gac caa tgg gca gtc aat ate ttc aca gaa gaa att 
Leu Leu ser He Asp Gin Trp Ala val Asn He Phe Thr Glu Glu lie 
970 975 980 

ata cgc ggt gga tea get get act ctg tct get ett ctg aac cga ttt 
He Arg Gly GTy Ser Ala Ala Thr Leu ser Ala Leu Leu Asn Arg Phe 
985 990 995 

gat cct gtt tta agg aat gtt get eac etc gga agt tgg cag gtt 
ASD Pro val Leu Arg Asn val Ala His Leu Gly ser Trp Gin val 
*^ 1000 1005 1010 

ata age ccg gtt gaa gta tea ggt tat gtg gtt gtg gtt gat gag 
He ser Pro Val Glu val Ser Gly Tyr vaT Val val val Asp Glu 
1015 1020 1025 

tta ctt get gtc cag aac aaa tct tat gat aaa cea ace ate ctt 
Leu Leu Ala val Gin Asn Lys ser Tyr Asp Lys Pro Thr lie Leu 
1030 1035 1040 

gtg gca aag agt gtc aag gga gag gaa gaa ata cea gat gga gta 
val Ala Lys Ser Val Lys Gly Glu Glu Glu lie Pro Asp Gly val 
1045 1050 1055 

gtt ggt gta att aca cct gat atg cca gat gtt ctg tct cat gtg 
val Gly val lie Thr Pro Asp Met Pro Asp Val Leu Ser His Val 
1060 1065 1070 

tea gtc cga gca agg aat age aag gta ctg ttt gcg acc tgt ttt 3421 
ser val Arg Ala Arg Asn Ser Lys val Leu Phe Ala Thr cys Phe 
1075 1080 1085 

gac eac ace act eta tct gaa ctt gaa gga tat gat cag aaa ctg 
ASP His Thr Thr Leu Ser Glu Leu Glu Gly Tyr Asp Gin Lys Leu 
1090 1095 1100 
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3007 

3055 

3103 

3151 

3196 

3241 

3286 

3331 

3376 



3466 



BCS 04-5012_Erhohte Akt. OKI & RLSEQUEN2PROTOKOLL.ST25 



ttt tec 
Phe ser 
1105 

aca gag 
Thr Glu 
1120 



ttc aag cct act 
Phe Lys Pro Thr 



tct gca gat ata 
Ser Ala Asp lie 
1110 



agt gaa ctt cag 
Ser Glu Leu Gin 



ggc cat 
Gly His 



1135 

gga aaa 
Gly Lys 



gca gta cca tct 
Ala Val Pro ser 



1150 

ggg gcc 
Gly Ala 
1165 

tea tgg 
Ser Trp 
1180 

ttt gag 
Phe Glu 
1195 

age ata 
Ser He 
1210 

get eta 
Ala Leu 
1225 

atg caa 
Met Gin 

1240 

atg cec 
Met Pro 

1255 

tgg atg 
Trp Met 
1270 

gca tat 
Ala Tyr 

1285 

teg atg 
Ser Met 
1300 

ttt gte 
Phe Val 
1315 



tat gca ata tea 
Tyr Ala He ser 



caa 
Gin 
1125 

att 
He 
1140 

gee 
Ala 
1155 



tea agt tct 
ser Ser ser 



tea ttg gcc 
ser Leu Ala 



gaa gaa ttc 
Glu Glu Phe 



aag tct egg aat 
Lys ser Arg Asn 



ata gca tac etc 
lie Ala Tyr Leu 
1170 



ace tat agg gag ate 
Thr Tyr Arg Glu He 
1115 

cca aat gca gaa gtt 
Pro Asn Ala Glu Val 
1130 

aag aag aaa ttt ctt 
Lys Lys Lys Phe Leu 
1145 

tct gag gaa atg gtt 
ser Glu Glu Met val 
1160 

aaa gga aaa gta cct 
Lys Gly Lys val pro 
1175 



gte ggt gte cca 
Val Gly val Pro 



aag gtt ttg tea 
Lys Val Leu Ser 



gag aag ctt aag 
Glu Lys Leu Lys 



ggt gaa ata aga 
Gly Glu He Arg 



ttg gtt aat gag 
Leu Val Asn Glu 



tgg cct ggt gat 
Trp Pro Gly Asp 



aeg 
Thr 
1185 

gat 
Asp 
1200 

ate 
He 
1215 

aaa 
Lys 
1230 

etg 
Leu 
1245 

gaa 
Glu 
1260 



tea gtt gcg 
Ser Val Ala 



ggg ctt aat 
Gly Leu Asn 



aga ctt gcc 
Arg Leu Ala 



gte gte ctt 
val val Leu 



ata cca ^ ^ 

lie Pro Phe Gly Thr 
1190 



ttt ggc act 
31 > 



aag gaa gta gca cag 
Lys Glu val Ala Gin 
1205 

caa gaa gat ttt agt 
Gin Glu Asp Phe Ser 
1220 

aat ctt act get cct 
Asn Leu Thr Ala Pro 
1235 



aag gag agg 
Lys Glu Arg 



g^c tct gga 



atg eta 

Met Leu Gly Ser gTv 
1250 



gga gac aag 
Gly Asp Lys 



get att aaa aag 
Ala He Lys Lys 



ttt age aca cgc 
Phe Ser Thr Arg 



get gtt etc gtg 
Ala val Leu val 



gtt tgg gca tea 
val Trp Ala Ser 
1275 

aag gtg aaa ctt 
Lys val Lys Leu 
1290 

caa gaa gtt gtg 
Gin Glu val val 



att cat ace aca 
He His Thr Thr 



ata tat 
lie Tyr 
1330 

gcc tat 
Ala Tyr 
1345 



get gaa gtg gtg 
Ala Glu Val val 



cct ggt cgt get 
Pro Gly Arg Ala 



1305 

aac cca teg tct 
Asn Pro Ser Ser 
1320 

aaa ggg ctt ggc 
Lys Gly Leu Gly 
1335 

atg age ttt gtt 
Met ser Phe Val 
1350 

Seite 



cgt tgg gag caa gca 
Arg Trp Glu Gin Ala 
1265 

aaa tgg aac gaa aga 
Lys Trp Asn Glu Arg 
1280 

gat cat gag tac ctt 
Asp His Glu Tyr Leu 
1295 

aat gca gat tat get 
Asn Ala Asp Tyr Ala 
1310 

gga gat tct tct gag 
Gly Asp Ser ser Glu 
1325 



9 99'- 
1 G h 



gag ace etc gt, 
Glu Thr Leu Va1 Gly 
1340 

tge aaa aaa gat gac 
cys Lys Lys Asp Asp 
1355 

84 



3511 

3556 

3601 

3646 

3691 

3736 

3781 

3826 

3871 

3916 

3961 

4006 

4051 

4096 

4141 

4186 

4231 



4276 
4321 



4501 



BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & R1_SEQUENZPROTOKOLL.ST25 

ctt gac tct ccc aag tta ctt ggt tac cca age aag cca att ggt 
Leu ASP ser Pro Lys Leu Leu Gly Tyr Pro Ser Lys Pro He Gly 
1360 1365 1370 

etc ttc ata agg caa tea ate ate ttc cgt tec gac tec aac ggt 
Leu Phe lie Arg Gin Ser He lie Phe Arg ser Asp ser Asn Gly 
1375 1380 1385 

aag gac ctg gaa ggt tat get gga gca gga tta tat gat agt gta 4366 
GlG ASP Leu 61 u GTy Tyr Ala cTy Ala cTy Leu Tyr Asp Ser Val 
1390 1395 1400 

ccg atg gat gag gag gat gag gtt gta ctt gat tat aca act gac 4411 
Pro Met Asp GlD Glu Asp Glu val Val Leu Asp Tyr Thr Thr Asp 
1405 1410 1415 

cct ctt ata gta gac cgt gga ttc cga age tea ate etc tea age 4456 
pro Leu lie val Asp Arg Gly Phe Arg Ser ser lie Leu ser Ser 
1420 1425 1430 

ata qca egg get ggc cat gee ate gag gag eta tat ggt tct cct 
!le Ala Arg Ala GTy His Ala He Glu Glu Leu Tyr GTy ser Pro 
1435 1440 1445 

cag gac gtc gag gga gta gtg aag gat gga aaa ate tat gta gtc 4546 
Gin Asp val Glu GTy val val Lys Asp Gly Lys lie Tyr Val Val 
1450 1455 1460 

cag aca aga cca cag atg tag tatgtatgea tetattagac agctcaataa 4597 
Gin Thr Arg Pro Gin Met 
1465 

gcactgttgt aegcttgtat ggttgggaca tatgggegtt atggcatgta tagttgtatg 4657 
cetagatgta caacacgtgt actcgtatat atatatataa atgctgaaac aagcattggt 4717 
cctgtaetgt agtttetaca ttteattgtc aeeaataatt aagtgtacte etatggetgg 4777 
gagtctatga aaatggaegt gttgacttat tgggtaataa ataatttata taaaaaaaaa 4837 
aaaaaaaag 

<210> 17 

<211> 1459 

<212> PRT 

<213> Zea mays 

<400> 17 

Met ser Gly Phe Ser Ala Ala Ala Asn Ala Ala Ala Ala Glu Arg cys 
15 10 15 

Ala Leu Ala Phe Arg Ala Arg Pro Ala Ala Ser Ser pro Ala Lys Arg 
20 25 30 

Gin Gin Gin Pro Gin Pro Ala ser Leu Arg Arg Ser Gly Gly Gin Arg 
35 40 45 
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Arn or-r. Thr. ^CS 04-5012_Erhohte Akt. OKI & Rl_SEQUENZPROTOKOLL.ST25 

Arg Pro Thr Thr Leu ser Ala ser ser Arg Gly Pro Val val Pro Are 
50 55 60 



Ala val Ala Thr ser Ala Asp Arg Ala Ser Pro Asp Leu lie Glv Lvs 
65 70 75 ^ 80 

Phe Thr Leu Asp ser Asn ser Glu Leu Gin val Ala val Asn Pro Ala 
85 90 95 

Pro Gin Gly Leu val ser Glu He ser Leu Glu val Thr Asn Thr ser 
100 105 110 

Gly ser Leu He Leu His Trp Gly Ala Leu Arg Pro Asp Lys Arq asd 
lis 120 125 3 K 

Trp lie Leu pro ser Arg Lys pro Asp Gly Thr Thr val Tyr Lys Asn 

135 140 

Arg Ala Leu Arg Thr Pro Phe Val Lys Ser Gly Asp Asn ser Thr Leu 
■^^^ 150 155 160 

Arg lie Glu He Asp Asp pro Gly Val His Ala He Glu Phe Leu He 
165 170 175 

Phe Asp Glu Thr Gin Asn Lys Trp Phe Lys Asn Asn Gly Gin Asn Phe 
180 185 190 

Gin val Gin Phe Gin ser ser Arg His Gin Gly Thr Gly Ala Ser Glv 
195 200 205 

l?A ^^'^ Ala Thr Ser Thr Leu val Pro Glu Asp Leu Val Gin 
-iio 215 220 

lie Gin Ala Tyr Leu Arg Trp Glu Arg Arg Gly Lys Gin ser Tyr Thr 
''^^ 230 235 240 

Pro Glu Gin Glu Lys Glu Glu Tyr Glu Ala Ala Arg Ala Glu Leu He 
245 250 255 

Glu Glu Val Asn Arg Gly val Ser Leu Glu Lys Leu Arg Ala Lys Leu 
260 265 270 

Thr Lys Ala Pro Glu Ala Pro Glu ser Asp Glu ser Lys ser Ser Ala 
<i/5> 280 285 

Ser Arg Met Pro He Gly Lys Leu Pro Glu Asp Leu val Gin val Gin 

295 300 

Ala Tyr He Arg Trp Glu Gin Ala Gly Lys Pro Asn Tyr Pro Pro Glu 

310 315 32Q 
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Lys Gin Leu Val Glu Phe Glu Glu Ala Arg Lys Glu Leu Gin Ala Glu 
325 330 335 

val Asp Lys Gly He Ser He Asp Gin Leu Arg Gin Lys lie Leu Lys 
340 345 350 

Gly Asn lie Glu Ser Lys val Ser Lys Gin Leu Lys Asn Lys Lys Tyr 
355 360 365 

Phe ser val Glu Arg He Gin Arg Lys Lys Arg Asp He Thr Gin Leu 
370 375 380 

Leu ser Lys His Lys His Thr Leu val Glu Asp Lys Val Glu val Val 
385 390 395 400 

Pro Lys Gin Pro Thr val Leu Asp Leu Phe Thr Lys ser Leu His Glu 
405 410 415 

Lys ASP Gly cys Glu val Leu ser Arg Lys Leu Phe Lys Phe Gly Asp 
420 425 430 

Lys Glu He Leu Ala He ser Thr Lys val Gin Asn Lys Thr Glu Val 
435 440 445 

His Leu Ala Thr Asn His Thr Asp Pro Leu He Leu His Trp Ser Leu 
450 455 460 

Ala Lys Asn Ala Gly Glu Trp Lys Ala Pro ser Pro Asn He Leu Pro 
465 470 475 480 

ser Gly Ser Thr Leu Leu Asp Lys Ala cys Glu Thr Glu Phe Thr Lys 
485 490 495 

ser Glu Leu Asp Gly Leu His Tyr Gin val val Glu lie Glu Leu Asp 
500 505 510 

ASD Gly Gly Tyr Lys Gly Met Pro Phe val Leu Arg ser Gly Glu Thr 
^ 515 520 525 

Trp Lys Lys Asn Asn Gly Ser Asp Phe Phe Leu Asp Phe ser Thr His 
^ 530 535 540 

Asp val Arg Asn He Lys Leu Lys Gly Asn Gly Asp Ala Gly Lys Gly 
545 550 555 560 

Thr Ala Lys Ala Leu Leu Glu Arg He Ala Asp Leu Glu Glu Asp Ala 
565 570 575 

Gin Arq Ser Leu Met His Arg Phe Asn lie Ala Ala Asp Leu Ala Asp 
^ 580 585 590 
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AT, A Bcs q4-5qi2_Erhohte Akt. OKI & rLsequenzprotokoll. 
Gin Ala Arg Asp Ala Gly Leu Leu Gly He val Gly Leu Phe val Tro 
595 600 605 

He Arg Phe Met Ala Thr Arg Gin Leu Thr Trp Asn Lys Asn Tyr Asn 
610 615 620 

val Lys Pro Arg Glu lie Ser Lys Ala Gin Asp Arg Phe Thr Asp Asp 
o25 630 635 640 

Leu Glu Asn Met Tyr Lys Ala Tyr Pro Gin Tyr Arg Glu He Leu Arq 
645 650 655 

Met He Met Ala Ala val Gly Arg Gly Gly Glu Gly Asp val Gly Gin 
660 665 670 

Arg He Arg Asp Glu He Leu Val He Gin Arg Asn Asn Asp Cys Lvs 
675 680 685 

Gly Gly Met Met Glu Glu Trp His Gin Lys Leu His Asn Asn Thr Ser 
690 695 700 

Pro Asp Asp val val He cys Gin Ala Leu He Asp Tyr He Lys ser 
705 710 715 ^ 720 

Asp Phe Asp He ser val Tyr Trp Asp Thr Leu Asn Lys Asn Gly He 
725 730 735 

Thr Lys Glu Arg Leu Leu ser Tyr Asp Arg Ala He His ser Glu pro 
740 745 750 

Asn Phe Arg ser Glu Gin Lys Ala Gly Leu Leu Arg Asp Leu Gly Asn 
755 760 765 

Tyr Met Arg Ser Leu Lys Ala val His ser Gly Ala Asp Leu Glu ser 
770 775 780 

Ala He Ala ser cys Met Gly Tyr Lys Ser Glu Gly Glu Gly Phe Met 

790 795 800 

val Gly val Gin He Asn Pro Val Lys Gly Leu Pro ser Gly Phe pro 
805 810 815 

Glu Leu Leu Glu Phe val Leu Glu His val Glu Asp Lys ser Ala Glu 
S20 825 830 

Pro Leu Leu Glu Gly Leu Leu Glu Ala Arg Val Glu Leu Arg pro Leu 
835 840 845 

Leu Leu Asp ser Arg Glu Arg Met Lys Asp Leu He Phe Leu Asp He 
850 855 860 
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sen Thr Phe " ' * 

865 870 



Ala Leu ASP sen Thr Phe Arg Thr Ala He Glu Arg ser Tyr Glu Glu 



Leu Asn ASP Ala Ala Pro Glu Lys He Met Tyr Phe He Ser Leu val 

885 oyU oz7:f 

Leu Glu Asn Leu Ala Leu Ser He Asp Asp Asn Glu Asp lie Leu Tyr 
900 905 

CVS Leu Lys Gly Trp Asn Gin Ala Leu Glu Met Ala Lys Gin Lys Asp 
915 920 925 

Asp Gin Trp Ala Leu Tyr Ala Lys Ala Phe Leu Asp Arg Asn Arg Leu 
930 935 y40 

Ala Leu Ala ser Lys Gly Glu Gin Tyr His Asn Met Met Gin Pro Ser 
945 950 955 

Ala Glu Tyr Leu Gly Ser Leu Leu Ser lie Asp Gin Trp Ala val Asn 
965 970 

He Phe Thr Glu Glu He He Arg Gly Gly Ser Ala Ala Thr Leu ser 
980 985 

Ala Leu Leu Asn Arg Phe Asp Pro^ Val Leu Arg Asn val Ala His Leu 
995 1000 lOOi 

Gly ser Trp Gin val He Ser pro Val Glu Val ser Gly Tyr val 
1010 1015 1020 

val val val Asp Glu Leu Leu Ala val Gin Asn Lys ser Tyr Asp 
1025 1030 1035 

Lys Pro Thr He Leu val Ala Lys ser val Lys Gly Glu Glu Glu 
' 1040 1045 1050 

He pro ASP Gly val Val Gly val He Thr Pro Asp Met Pro Asp 
1055 1060 1065 

val Leu ser His val Ser val Arg Ala Arg Asn ser Lys val Leu 
1070 1075 1080 

Phe Ala Thr cys Phe Asp His Thr Thr Leu Ser Glu Leu Glu Gly 
1085 1090 1095 

Tyr Asp Gin Lys Leu Phe ser Phe Lys Pro Thr Ser Ala Asp He 
1100 1105 1110 

Thr Tvr Arg Glu lie Thr Glu ser Glu Leu Gin Gin Ser ser Ser 
1115 1120 1125 
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pro Asn Ala Glu vti^ ril" ^•'1°'' aI / v^. i * RX_sequen2protokoll.st25 
ii5n yUr- P""® Ser lie Ser Leu Ala 

1135 1140 

Lys Lys Lys Phe Leu Gly Lys Tyr Ala He ser Ala Glu Glu Phe 
-L-i-4b 1150 1155 

i^fin ^""y ^]fr *-y^ s®'' Arg Asn He Ala Tyr Leu 

1165 1170 

Lys Gly Lys val Pro Ser Trp val Gly val Pro Thr Ser Val Ala 
J"*-'-* 1180 1185 

He Pro Phe Gly Thr Phe Glu Lys Val Leu Ser Asp Gly Leu Asn 
■"■J-yw 1195 1200 

■■^^ 1205 ""^^ Ala Gin ser ile^ Glu Lys Leu Lys ile^ Arg Leu Ala 

Gin gu Asp Phe ser Ala Leu Gly Glu He Arg Lys val val Leu 
-L^-iU 1225 1230 

Asn Leu Thr Ala Pro Met Gin Leu val Asn Glu Leu Lys Glu Arg 
-"-^33 1240 1245 

Met Leu Gly ser Gly Met Pro Trp Pro Gly Asp Glu Gly Asp Lys 

1255 1260 

^''^ 1265 Ala Trp Met Ala He Lys Lys val Trp Ala ser 

XiCDD 1270 1275 

""^^ 1280 ^'^^ T^^. ''^^ ^^"^ Lys val Lys Leu 

-L'^ou 1285 1290 

Asp His Glu Tyr Leu ser Met Ala val Leu Val Gin Glu Val val 
■'■^^j 1300 1305 

Asn Ala ASP Tyr Ala Phe Val He His Thr Thr Asn Pro ser Ser 

1315 1320 

Asp ser ser Glu He Tyr Ala Glu val val Lys Gly Leu Gly 
J-^'Si 1330 1335 ' ' 

1340 '■^^ Gly Ala Tyr Pro Gly Arg Ala Met Ser Phe val 

1345 1350 

cys Lys Lys Asp Asp Leu Asp ser Pro Lys Leu Leu Gly Tyr Pro 
-•-333 1360 1365 

ser Lys^ Pro He Gly Leu Phe^ He Arg Gin Ser He^ He Phe Arg 
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BCS 04-5012_Erh6hte Akt. OKI & r1_sequenzprotokoll.st25 
ser ASP ser Asn Gly gIu Asp ueu Glu Gly Tyr Ala Gly Ala Gly 
1385 1390 1395 

Leu Tvr Asp Ser val Pro Met Asp Glu Glu Asp Glu Val Val Leu 
1400 1405 1410 

ASP Tyr Thr Thr Asp Pro Leu He Val Asp Arg Gly Phe Arg ser 
^ lil5 1420 1425 

ser He Leu Ser ser He Ala Arg Ala Gly His Ala lie Glu Glu 
1430 1435 1440 

Leu Tvr Gly Ser Pro Gin Asp Val Glu Gly Val val Lys Asp Gly 
1445 1450 1455 

Lys lie Tyr val val Gin Thr Arg Pro Gin Met 
1460 1465 
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